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RESut'IE 
Les triazines constituent un type d'herbicides bien 
connus qui inhibent le transfert photosynthétique d'électrons 
entre les quinones GA et Qg. L'atrazine fait principalelllent 
l'objet de la présente recherche vu l'étendue de son cha.., 
d'intér~t au niveau de l'agriculture. Ce type d'herbicide est 
caractérisé ~onctionnelle.ent co .. e jouant un rôle de premier 
plan lors de la délocal isation de QB a son si te d'action. 
Plusieurs biotypes sont maintenant connus pour développer une · 
résistance naturelle à l'atrazine via un changement des 
propri*tés du photosystème II (PSI!). De plus, l'idée d'un 
deuxi~ site d'action des triazines, localisé du Côté 
donneur du PSII, est un sujet d'actuelle discussion. Dans le 
présent travai l, l'interaction entre l'a tr az i ne et le 
photosyst~ II est analysée sous plusieurs aspects. 
Les particules IRelMlranaires utilisées 
thylacoidiennes entières et enrichies en PSII) ont été 
isolées de biotypes résistants et susceptibles è l' atrazine 
chez las espkes suivantes, toutes nuisibles principalement 
aux cultures de .ais: ~hénopodiu. album L., Amaranthus 
Powelii S Wats et ~r~~5ic~ rap~ L. La Méthodologie employée 
ici est basée sur le pouvoir réducteur d'électrons attribué 
aux donneurs artificiels utilisés (diphénylcarbazide et 
l''InCI2). Par des Méthodes spectrophotométriques, la présence 
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d'un deuxi~ site d'action de l'atrazine du côté donneur du 
PSII a pu @tre caractérisée. Ce site s'est avéré égale.ent 
présent chez les biotypes résistants ~ 













dtHtontrer une inhibition 
de l'atrazine par le 
L'étude du cytochroCH! b-559 chez les deux biotypes, 
révèle qu'il y aurait plus de cytochro.e ~ bas potentiel chez 
les plantes résistantes" ~ l'atrazine. D'autres part, - la 
photoréduction et la photooxydation du cytochrome en présence 
d'atrazine confir.ent son inter-relation avec la chaine de 
transport d'électrons. 
Finale.ent, une _thode électrochi .. ique fut e.ployée 
dans le but d'explorer davantage l'action des herbicides au 
niveau du PSII. La cellule photoélectrochi.ique utilisée 
co.-e biosenseur d'herbicides et de .. taux lourds s'avère une 
~thode d'une sensibilité appréciable. De plus il est 
possible d'aug.enter la sensibilité de détection en di.inuant 
la quanti té de chlorophylle ou encore en i-.obi 1 isant les 
IMtMbranes dans une .atrice de glutaraldéhyde. 
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1.1 Q!l_~.~tif.~ ... du travail 
Le réseau interne et co.-plexe de MetRbranes 
chloroplastiques, appelées thylacoïdes, est bien connu co..e 
étant le siège de capture de l'énergie photonique dans le but 
de générer un transport d'électrons (l'Ienke, 1962) (Fig. 1). 
La lUMière est absorbée par des 1KJ1écules de chlorophylle, 
lesquelles sont associées aux co~lexes protéiques qui 
constituent le~ MeMbranes thylacoidiennes (Junge, 1977) • 
L'énergie lu.ineuse est transférée au centre réactionnel et 
absorbée par un di~re de chlorophylle-a. Il y aurait environ 
220 • 260 .alécules de chlorophylle par centre réactionnel du 
PSI 1, avec un rapport ChI a/ChI b = 2 (Ghanotakis, 1984; 
l'Iurata, 1984) • De cette concentration i.aportante de 
chlorophylle-a, seu 1 a.ent de 4 à 6 sont associées aux 
protéines Dl et D2 (NaMba, 1987); ce qui signifie que le CP47 
et le CP43 lient chacun environ 30 .alécules. La protéine Dl 
qui sera longUeMent discutée dans ce travai 1 possède une 
noMenclature variée dépendant des auteurs; B (Bourges-
Bocquet, 1973), R (Velthuys, 1974), QB (Crofts, 1983), Q2 
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ouvrag.s récents. L'absoption des quanta de lu.ière par une 
tROlécule de chlorophylle du centre réactionnel, résul te en 
l'excitation et la perte d'un électron vers un accepteur 
adjacent, ce par quoi la séparation de charge est initiée 
( Sauer, 1979), ( Fig. 2). 
Le Ecanis.e de l'oxidation de l'eau peut @tre repr@senté 
pari 
2H2D ------------) 4* + 4H+ + 02 (1) 
Cette réaction ne se produit pas en une seule étape (Renger, 
1978). Le IROdèle générale.-nt accepté de Kok et ses 
collaborateurs (.101iot et Kok, 1975), prédit que les cycles 
de scinde.ent de l'eau se produisent à travers cinq états 
d'oxydation, appelés S. Donc pour chaque tROlécule d'eau, deux 
électrons sont lachés pour ainsi réduire le centre 
réactionnel du photosyst~ II (PSII), voir Fig. 2. Ces 
électrons sont transférés à travers une large échelle de 
potentiels rédox, et ce avec la coopération des deux 
photosyst*-s qui facilitent l'élévation des électrons d'un 
état r~ox très positif (l'oxidation de l'eau) jusqu'à l'état 
suffisa..ant négatif pour réduire le NADP+. PSII et PSI sont 
en co..unication l'un et l'autre via une série de 
transporteurs, lesquels sont générale.ent représentés par le 































1 OEe-\.. Y: Oz+ 2H+ 
1 z" (Mn) 2 
P" 680 
Figure 2. Transport d ' électrons à travers le 
thylacoïde. 
4 
Les thylacoides se présentent sous forMe de cOMpartiMents 
structuraux e.pi lés et non-empi lés où les photosystè.es ont 
une distribution hétérogène (Fig. 3). Anderson et Andersson 
(1981) ont déMontré qu'il Y a une distribution inégale des 
COMplexes pigMent-protéine dans les régions eMpilées et non-
e.pi lées de la ~rane. Les laMelles du stro.a et les 
régions non-e-.pi lées de la Membrane, lesquelles contiennent 
environ 30" de la chlorophylle totale, sont consti tuées de 
seule .. nt 10-20" de PSII le reste étant presque totaleMent du 
PSI. Au contraire, les grana (régions e.-pi lées) sont très 
riches en PSII et en L.H.C. et substantielleMent dépourvus en 
PSI (Foyer, 1984). Ces précisions sont d'une utilité capitale 
lors d'isolation ~ranaire de PSII et PSI dans le but de 
.. ieux élucider leurs interactions chi.iques et biophysiques 
avec leur .ilieu. 
Suivre le flux d'électrons et bien en connaître les 
interactions est capital pour analyser le jeu des inhibiteurs 
et des donneurs d'électrons à travers la chaîne. Dans le 
contexte de ce travai l, l'accent sera .is particul ièrement 
!SUr · les éllhM!nts qui constituent le PSII. COIMM! Mentionné 
plus haut, apr.s le scind~nt de deux .alécules d'eau, les 
quatre électrons produits, participent au "turnover" du 
centre réactionnel et ainsi une .alécule d'oxygène est 
dëgagée. Le COMplexe de dégagetlM!T1t d '02 participe donc au 
cycle des cinq états d'oxydation appelés So à S4 (Kok, 1970). 
A MEMBRANE GRANAIRE MEMBRANE DU 
STROMA 
• Membranes empilées 0 Membranes non-empilées 
o PS 1 complexe -LHC 1 
o PS2 complexe~LHC2 
B 
CPCl D1 
~ ATP synthetas. 
OCyfochrome !! complexe 
Côté du Stroma 
D2 CflC7 
Côté Lumena 1 
Figure 3. A) Hétérogénéité des complexes protéiques 
dans le thylacoide; 8) Protéines constituant le PSII. 
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Ces électrons sont captés et e ... agasinés par le P680" par 
l'inter-*diaire de Z (Joliot" 1972; Bouges-Bocquet" 1980; 
Brettel" 1984)" afin que s'écoule un cycle cOMplet d'oxydo-
réduction. Le P6BO excité, lègue ces électrons un à un à la 
phéophytine (KI i .. ov, 1980), suivie des plastoquinones GA et 
QB' pre.ière et deuxiè.e quinone" accepteurs d'électrons de 
la chaîne du photosystè.e II, respectiveaent (Nugent, 1981; 
Evans, 1982; Rutherford, 1984). On a doncl 
GA- + GB -------) GA + Qg-
QA- + QB- ------) GA + Gaf-
(2) 
Nous observons ainsi une accu-.alation de deux électrons au 
niveau du deuxièMe accepteur du photosystèMe II. Les 
électrons sont par la suite transférés au bassin de 
plastoquinones (Rich, 1981; Velthuys, 1982). Donc si on 
résu.e l'activité au niveau de GB en quelques étapesJ 
10 un électron est distribué de QA- réduit vers GB. 
2 0 le deuxièMe accepteur d'électrons QB- est stabilisé 
dans une "poche" de l'apoprot.ine Dl. 
go un second électron de GA- (reréduit par le centre 
réactionnel du PSII) est transféré au site du second 
accepteur pour former l'anion doubleMent réduit, 
g -2 B • 
40 cet anion est par la suite protoné et subséque.eent 
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relaché de l'apoprotéine pour forMer PQH2 via le 
bassin de plastoquinones. 
La chaine d'électrons se poursuit ainsi jusqu'au cantre 
réactionnel du photosystè.e 1 par l'entreMise du complexe des 
cytochroMes b 6 et f (pour une revue déta i Il ée de cet te 
section, voir Foyer 1984) 
Les triazines constituent un type d'herbicides bien connus 
qui inhibent le transfert d'électrons entre QA et QB 
(Arntzen, 1982; Ven.aas 1984). Ces inhibiteurs se lient au 
polypeptide Dl du centre réactionnel du PSII sur le site QB 
(MUllet, 1981). Le poids MOléculaire de cette protéine a fait 
l'objet de plusieurs recherches, et c'est d'ailleurs avec 
cette i~ortante donnée (32 KDa: Gardner, 1981; Mullet, 1981; 
Pfister, 1981; Steinback, 1981; Kyle, 1983) qu'on peut à coup 
sûr, "suivre" cette protéine. Les herbicides du type triazine 
(Fig. 4) sont bien caractérisés fonctionnelle.ent com.e 
jouant un rôle de prewaier plan lors de la délocal isation 
(déplacement) de QB de son site d'action (Wraight, 1981; 
Velthuy., 1981; Crofts, 1983; Ver ... aas, 1983); ce processus 
est aussi réversible (Ver ... aas, 1984). Plusieurs biotypes sont 
.aintenant connus pour développer une résistance naturelle à 
l'atrazine via un change.ent des propriétés du PSII (Arntzen, 
1979). Le gène qui code pour la protéine Dl (appelé psbA) 
fai t partie du génô.e chloroplastique. La séquence d' acides 
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a.inés des deux biotypes, soit résistant et sensible, a été 
co.-par6e; les plantes résistantes contiennent seulement une 
substitution d'une sérine par une glycine (ces expériences 
ont été faite chez ~ara~~hus par Hirschberg, 1983). 
L'idée d'un deuxi~ site d'action des triazines, localisé du 
Côté donneur du PSII, est un sujet d'actualité. Par contre la 
nature du site d'action reste un thè.e controversé. Plusieurs 
rapports ..entionnent la présence d'un authentique si te de 
liaison (Seh.id, 1977; Carpentier, 1985a, Carpentier, 1985b; 
Ikeuchi, 1988; Vasil'ev, 1988a; Vasil'ev, 1988b). L'effet 
inhibiteur du Côté donneur du photosystêtae est aussi 
interprété en ter.e de .adi fication confor.ationnelle de la 
portion lu~nale, du centre réactionnel du PSII, induite par 
la liaison de l'herbicide à QO (Trebst, 1987). Une partie de 
cette étude sera réservée à l'analyse d'un deuxièale site 
d'action du Côté lu~nal du photosyst~ II. 
La Méthodologie e.-ployée ici est basée sur le pouvoir 
réducteur relatif attribué aux différents donneurs 
artificiels d'électrons. Pour ce faire deux particules 
.etRbranaires sont utilisées, soit les .ae.branes 
thylacoidiennes entières et des particules enrichies en PSII. 
Dans le cas de ~ranes entières, l'accessibilité aux deux 
sites (luMénale et QO) est très différente; sachant que la 





.~Me impossible pour une 
pénétrer du côté lulRénal 




concentration. En faisant varier les concentrations 
d'inhibiteurs, co .. e l'atrazine, il sera plus facile de 
déceler sur quelle face ~ranaire l' inhibi teur agi t. Pour 
faire une comparaison équitable, ces résultats sont co~arés 
avec ceux des particules de PSII. Les particules me~ranaires 
uti 1 isées ont été isolées chez des biotypes résistants et 
sensibles c\ l'atrazine de Chenopodiu. albue L., A.aranthus 
Powel i i S Wats et Brassica rapa L., toutes des espèces 
nuisibles principale.ent aux cul tures de .ais. Les donneurs 
artificiels d'électrons utilisés (DPC et "nCle), de par leur 
si te d'action, si tué dans la région de Z, nous donnent une 
infor.ation capitale sur l'e.place.ent du site d'action de 
l'inhibiteur par rapport la chaine de transport 
d'électrons. Co-.e 6noncé plus haut, l'inhibiteur étudié est 
l'atrazine. 
Un aspect c\ ne pas négliger est certainetM!nt la capacité ou 
la facilité pour un donneur artificiel, de céder' ses 
électrons. A la lu.ière des r*sultats obtenus, il est clair 
que le DPC n'a pas le .~..e "pouvoir" réducteur que le "nC12 
qui a pourtant c\ peu près le .~ .. site d'action. Cet aspect 
est étudié en profondeur, pour ainsi en co~rendre les 
différentes avenues du point de vue interactions 
donneur/inhibiteur. Cette dernière idée est appuyée au niveau 
chi.ique par la resse.tJ1 ance des deux .alécules (DPC-




U 1 /" CH3 
CH l CH2HN' ~NHCH N 'CH 
. 3 
A TRAZINE (s· triazine ) 
HHOHH 
1 1 If 1 1 
N-N-C-N-N 
DIPHENYLCARBAZmE (DPC) 
Figure 4. Structure moléculaire de l'atrazine et du 
diphénylcarbazide. 
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été u't-i 1 i sées pour corroborer l' hypothèse d'une cOMpét i t i on 
DPC-.tr.zine, et ce autant du côté donneur qu'accepteur. Le 
DOMU est introduit à l'étude, vu ses propriétés inhibitrices 
et chi.iques co~arables à l'atrazine, pour bien caractériser 
la spécificité du ou des sites d'action. 
Les membranes 
contiennent deux 
thylacoidiennes des cellules 
types de cytochro.es-b avec 
eucaryotes 
une bande 
d'absorption à 559 nIR. Ces deux forMes peuvent ~tre 
distinguées par leur potentiel rédox .oyen. Le cytochro.e b-
559 à haut potentiel (b-559HP) présente un potentiel de +330 
à +400 ".V à pH 7-8 (Knaff, 1975; Horton, 1976; Rich, 1980). 
Les proportions de b-559HP varient selon le type de plante, 
•• is peuvent quand .~.e co~ter pour un. peu plus de la moitié 
du cytochro.e total. Le cytochrofAE' b-559 à bas potentiel (b-
559BP) possède un potentiel rédox .oyen de +50 à +120 .V à 
pH 7-8 (Fan, 1970) • . Le cytochronM! b-559BP serai t donc un 
accepteur d'électrons du PSII, tandis que celui à haut 
potentiel (b-559HP) agirait com.e donneur d'électrons au PSI 
(Losada, 1983; Hervas, 1985). Il Y aurait par ailleurs deux 
cytochrofltes par centre réactionnel (Murata, 1984; Whitmarsh, 
1984; Ya.ada, 1987). 
Le cytochro.e b-559 est donc photooxydable en présence 
de différents inhibiteurs du Côté donneur du PSII (Knaff, 
1969; l'Iaroc, 1979; De Paula, 1985), et peut ~tre 
photoréductible via GB ou le bassin de plastoquinones 
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(Tsuji.,to, 1985). Le cytochrome b-559BP étant très stable, 
serait une for.e altérée et non physiologique du cytochrome à 
haut potent iel U-leber, 1979; Tsuj iI.oto, 1985; Cra.aer, 1986; 
Rao, 1986 ; Barber, 1987). 
Du point de vue moléculaire le cytochro.e (sous ses deux 
for.aes) a été grande.ent étudié par plusieurs ~thodes. 
D'après une modification des travaux de Garewal et Wasser.an 
(1974), la co.-plète dénaturation du co.-plexe préalabletaent 
obtenu par ceux-ci IRène à esti.er le poids .oléculaire du 
cytochro.e b-559 aux environs de 9-10 KDa (Zielinski, 1980). 
La séquence d'acide a.inés déduite révèle un polypeptide de 
9.4 KDa (Widger, 1984; Widger 1985). Une étude plus 
approfondie (Tae, 1988; Vallon, 1989) détecte, chez le 
cytochro.e purifié, la présence de deux polypeptides appelés 
a et 4 (dont le poids .aléculaire chez l'épinard est de 9182 
et 4268 Da, respective.ent). La sous-unité a serait exposée à 
la face luménale de la me.brane (Vallon, 1989). De plus, les 
deux for.es du cytochro.e auraient approxi.ative.ent la .~.e 
.asse .oléculaire (Ortega, 1989). 
Le rôle du cytochro.e reste encore énig.atique au niveau 
fonctionnel; il a tout de .~_ été suggéré qu' il serai t 
i.pliqu6 dans un Mécanis.e de sécurité, gardant le P680 dans 
sa for.a réduite contre l'éventualité d'une perte d'activité 
du co.-p 1 exe de sc i ndament de l'eau ( Benda Il , 1982). Ces 
aspects sont abordés en focalisant d'abord l'étude sur les 
quantités de cytochro.e pour plusieurs types de plantes 
13 
autant résistantes que sensibles. Par le biais de l'o~ydation 
et la réduction du cytochro.e, l'analyse se poursuit dans 
l'optique d'élucider les laécanis.es l'origine des 
subtilitâs de son co~orte.ent. Par le biais d'inhibiteurs de 
types triazines, on peut mieu~ joindre les .arceau~ manquants 
• la co~réhension de son rôle fontionnel. 
Une cellule photoélectrochi.ique a été uti 1 isée pour 
étudier l'effect d'herbicides et de plusieurs Métau~ lourds 
sur les .e.branes thylacoïdiennes. Ce système à trois 
électrodes per.et d'utiliser la séparation de charges de la 
photosynthèse pour en générer un photocourant. Ces analyses 
ont été faites avec des .e.branes thylacoidiennes entières à 
partir de f.uilles d'épinard. 
L'idée d'utiliser la cellule co.-.e biosenseur d'herbicides 
RSt introduite. Plusieurs .esures ont été faites avec 
l'atrazine et le DeMU à plusieurs concentrations. Des 
thylacoides natifs et i..abilisés ont servi de .adèle pour 
tester la sensibilité de la .. thode. 
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1.2 Théories spectroscopiques 
1.2.1 Photoréduction du DCPIP La réaction de Hill est 
une réaction d' oxydo-réduction photochimique, 
les chloroplastes. L'eau est le donneur 
catalysée par 
d'hydrogène et 
l'oxygène est libéré, suite à la photolyse de l'eau. 
L'accepteur d'hydrogène est une substance oxydante tels: 
l'oxalate ferrique (réactif de Hill), la pyridine nucléotide, 
le cytochro.e c, ou encore le 2-6 dichlorophénol indophénol 
(DCPIP). En absence d'accepteur artificiel ajouté, 
l'accepteur d'hydrogène est le CO2 • D'une façon sch~atique: 
accepteur (A) + ~ + 2é -----------) AH2 (3) 
La r*action peut ~tre étudiée en .esurant le volume d'oxygène 
dégagé ou en .esurant la réduction de l'accepteur d'hydrogène 
(lza..a, 1970; IzaMa, 1980). Le DCPIP utilisé COIMIe oxydant 
est bleu sous sa f'ornte oxydée et incolore sous sa forMe 
réduite. La réduction y est donc expri~ par la di.inution 
de la densit* optique à 600 n •• 
1.2.2 ~otoréducti~n et photooxydation du cytochro.a 
b-559. Le cytochro.e b-559 à haut potentiel est 
sous for_ réduite à l'obscurité (Horton, 1976). Ainsi, la 
lu.ière indui t un change.ant d' absorbance Mesurable, qui est 
directe.ent relié à la . quantité de cytochro.a. Les réactions 
d'oxydoréduction étudiées per.ettent donc de .ieux comprendre 
son i~lication lors du transport d'électrons. 
Les cytochro.es b-559 à bas et à haut potentiel peuvent ~tre 
détectés par leurs change.ents d'absorbances, en utilisant 
les réducteurs spécifiques à leur état rédox. 
ferricyanure ~----) oxyde le cytochro.e à haut potentiel 
hydroquinone 
plastoquinol -----) réduisent le cytochro.e b-559HP 
ferrocyanure (Rich, 1980) 
ascorbate réduisent le cytochro.e à bas 
dithionite -----) potentiel (La., 1983; Whitford, 
1964) 
Les différents inhibiteurs du PSII du type triazine sont 
coura...ent utilisés pour analyser en pronfondeur le 
. cheaine.ent des *lectrons via le cytochro.e b-559. 
La photooxydation du cytochro.e à haut potentiel préréduit, a 
*té *tudiée dans des fractions ~ranaires illu.inées • 
L'addition de FCCP (ou le CCCP) , des .etMJranes 
thylacoidiennes, accélère ce processus. Pour reréduire le 
cytochro.e, une forte intensité lu.ineuse est nécéssaire pour 










(CraMer, 1972) • La 
Où il faut tout 
particul ièrtMtent tenir cOntpte de l' intensi té lUMineuse 
appliquée (Heber 1979). La photooxydation n'est souvent 
perMise qu'à faible intensité lUMineuse; probableMent du au 
fait que le dégageMent d'oxygène cOMpétitionne avec le 
cytochro.. pour une oxydation *quivalente et aussi parce 
qu' il y a une aug.-entation de la "pression réductrice" du 
bassin de plastoquinones. Il existe donc un cycle de 
réduction/oxydation obt.nu par l'alternance des expositions à 
faible et à forte intensité lUMineuse. Par contre, dans les 
deux cas, un inhibi teur de type triazine peut inhiber les 
réactions de photoréduction (Ben-Hayyi., 1971). Il est à 
noter qu'une photooxydation peut ~tre observée en absence de 
FCCP si le syst~ de scindeMent de l'eau à été co.plète.ent 
inhibé par le chlorure de terbiUM (Nakatani, 1984). 
Le cytochrolM! b-559 est encore sur plusieurs points 
probl •• atique Mais quelques fonctions ont quand M.Me été 
proposHsl 
10 co-.e catalyseur du systèMe de scinda.ent de 
l'eau (Butler, 1978). 
2D iMPliqué dans le transport d'électrons facultatif 
entre le PSII et le PSI (Horton, 1975; Whit.arsh, 1977). 
ao transport d'électrons cyclique autour du PSII 
(CraMer, 1972; Radmer, 1975). 
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40 i.-pl iqué dans la translocation de protons 
(Butler, 1978; DeLaRosa, 1981). 
Donc d'après ces assertions, le donneur d'électrons au 
cytochrome b-559 à été local isé entre le pre .. ier accepteur 
d'électrons du PSII et le cytochroMe f. Expérimentalement 
cette conclusion est basée sur l'action du 2,5-dibroIR0-3-
méthyl-b-isopropyl-p-benzoquinone 
bloquant le transport d'électrons 
(dibromoythymoquinone) 
entre le bassin de 
plastoquinones et le cytochroMe f (Bëh.e, 1971a; Bëh..e, 
1971b), inhibant ainsi la photooxydation 
photoréduction du cytochrome b-559 (Whi t .. arsh, 
1971a); (c'est possible que dans ce cas, 
.. ais pas la 
1977; . Bëh.e , 
la IIKJlécule 
inhibitrice, soit régie par une dualité fonctionnelle du Côté 






d'électrons au niveau du deuxième 
ainsi bloquer complète..ent la 
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1.3 Cellule photgélectrochi.ique 
Co..e illustré A la figure 5, la cellule électrochiMique 
est consti tuée d'une pièce de caoutchouc cOMpressée entre 
deux blocs rigides. Le Matériel liquide peut ainsi pénétrer 
dans la chaMbre (80 ~l) par le cannai supérieur, traversant 
le couvercle de plexiglass; pour ensui te laisser place A 
l'.lectrode de référence (au calOMel). La cellule fonctionne 
sur un MOde potentiostatique ou le .axiMUM d'efficacité a été 
établi ~ 750 .v (LeMieux, 1988). 
On peut donc capter les électrons véhiculés par la chaine de 
tramsport d'électrons, A l'aide d'une électrode de platine 
(Allen, 1976; Carpentier, 1987). Dû A la génération 
d'électrons par le PSII, le PSI, au niveau du COMPlexe Fe-S, 
peut ainsi par un .ëcanisMe de réduction de l'oxygëne 
dissous, forMer un superoxyde (réaction de Kelher, 1951): 
2H~ + 4(Fe-S)ox -----------) 4H+ + 02 + 4(Fe-S)red 
402 + 4(Fe-S)red -------- ---) 402- + 4(Fe-S)ox 
---- -------) 2H202 + 202 
Le peroxyde d'hydrogëne réagit avec l'électrode de travail en 












Figure 5. Représenta t i on schéma tique de 1 d ce Il u 1 e 
photoélectrochimique; a, couvercle de plexig1ass; b, pièce de 
caoutchouc; c, base d'acier; d, cannaI pour l'électrode de 
référence au calomel; e, contre électrode; f, chambre de la 
cellule; g, électrode de travail. 
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capt*s par le platine servent A la génération de photocourant 
(Greenbau., 1989). 
En uti 1 isant des particules Metltbranaires enrichies soi t de 
PSII ou de PSI au lieu des thylacoides entiers, il est tout 
de .~.e possible de faire réagir électroniquement le platine. 
Le PSII nécéssite un accepteur artificiel d'électrons tandis 
que le PSI requiert un donneur d'électrons ('UlReault, 1988; 
Le.ieuM, 1988). Le photosystè.e II produit une photoactivité 
.aMi.ale A pH 6.0 et présente un co~orte.ent photocourant-
voltage monophasique. Au contraire, l'induction de 
photocourant par le photosystè.e 1 est .aMi.ale A pH 8.0 et 
une dépendance photocourant-voltage biphasique a été obtenue 
résultant probableMent d'une barrière de potentiel rédoM 
localisée du Côté donneur du photosystè .. 1 (Mimeault, 1988). 
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CHAPITRE 2 
MATERIEL ET METHODES 
2.1 e~Qduits utilisés 
La provenance des produits de •• .e que leurs propriétés 
et/ou puretés sont indiquées dans le tableau 1. 
2.2 ~~tro~trie UV-visible 
Les spectres ..esurant les change.ents d' absorbance en 
fonction du t~s ont été déter.inés en utilisant un 
spectrophoto_tre PERKIN-EU1ER .,del 553 • double faisceau. 
Les .esures sont effectuées" 600 n. avec une résolution de 1 
JW. 
Les change.ants d' absorbance de la photoréduct ion et de la 
photooxydation du cytochrolM! b-559 sont très faibles. Ces 
IM!sures ont donc été prélevées gr3ce .. un spectrophoto_tre 
UV-VIS SLI'1 MINCO .adèle DW-2000 en utilisant les deux 
.anochro .. teurs dont un co..e référence; la résolution étant 
fixH .. 3 JW. Les courbes sont directe.ant reprodui tes à 
l'aide d'une traceuse Hewlett·Packard .adèle 7470A. 
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TABLEAU 1 
CARACTÉRISTIQUES DES PRODUITS UTILISÉS 
Produits Provenance Propriétés et/ou 
pureté 
CH It'll QUE 
Acétone Anache.ia pur.--) 99.5% 
acide chlorhydrique Fisher sol.--) IN 
pur.--) 98-99% 
(BSA) 
Atrazine pur.--) 90% 
(plus filtration) 
Atrazine- l 4c CI BA-GE IGY act. sp.--) 19.5 ~Ci/~ 
pur.--) 97.1% 
Borohydrure de SiglllA pur.--) plus de 98" 
sodiu. 
Catalase provenant de foie de 
boeuf. 
act.--) 10000-30000 
unités/~ de protéine 
1,4 Dio)(ane Fisher pur.--) 99% 
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TABLEAU 1 (suite) 
pur.--) 80% 
DP1SO pur.--) plus de 99% 
Eau Lab. U.Q.T.R. distillée-di.inéralisée 
résistivité: 18 meg 
tension superficielle: 
~ 70 ± 1 dynes c.-1 
Ferricyanure de SigMa pur.--) 99% 
potassiu. 
Glutaraldehyde Sig.a 2S% solution aqueuse 
Hydroquinone Sigma pur.--) plus de 99% 
Hydrosulfite de SigMa pur.--) 80% 
sodiu. 
PttSF Sigma Inhibe les protéases 
VEGETALE: 
AtIIaranthus Powelii Champs de .ais Bioytpe: sens. 
S Wats du Québec res. 
Brassica rapa L. " " " " 








2.3 ~lect~ode à oxygène 
Le dégage.ent d'oxygène forMé lors de la photolyse de 
l'eau, peut ~tre un bon indice de l'activité électronique de 
la plante (voir section 1.1). Ces tlesures sont effectuées 
avec une électrode à oxygène (type Clark) avec un .oni teur 
YSI .adèle 53. L'environne.ent de la cellule est thermostaté 
par un bain d'eau circulante (22OC). 
2.4 ~~~du~~ion de photocourant 
Le photocourant .esuré pour tous les échanti lIons est 
évalué en .ade potentiostatique (750 .V); fourni par un 
potentiostat à balayage de .arque EG and G (.adèle 362). 
L'électrolyte est en contact constant avec le potentiostat à 
l'aide d'une électrode de référence au calo.el. Le .antage 




2.5 P.escription des ~thodes 
2.5.1 p~rticules .embranaires 
Tout les extraits ~ranaires, d'espèces et de 
biotypes différents, sont traités de façon identique. Ainsi, 
toutes les centrifugations sont effectuées dans une 
centri~ugeuse 50rval RC-5B avec un rotor 55-34 à godets fixes 
et ce à 4 0C. 
i) Extraction des .embranes enrichies en N_. . 
photosystè.e II 
Environ 150 9 de feuilles sont lavées, asséchées puis . 
ho.agén*isées 3 ou 4 fois pendant 5 secondes (dépendant de la 
texture des feuilles) vitesse .axinaale dans un 
hOlROgéné i sa teur cOlRMerc i al. Le talBpon d ' hOMOgéné i sa t i on est 
constitué de Tricine-NaOH 50 mM à pH 7.6, NaCl 10 -", MgC12 5 
.M; et juste avant son utilisation, nous avons ajouté 400 -" 
de sorbitol, 1 -" de phényl.ëthyl-sulfonyl fluoré (PMSF) et 
IX d'acide ascorbique dans un volu.e final de 300 .1. 
L' ho.agén .. t est fi 1 tré sur coton fro.age (12 couches) et 
centri~ug* 6 .inutes à 2000 x g. Le culot est resuspendu dans 
60 .1 d'un ta~on constitué de Tricine-NaOH 50 -" (pH 7.6), 
NaCl 10 -", MgC12 5 -" et IX d'acide ascorbique et 
recentrifug* dans les .~.es conditions que précéde .. ent. Le 
culot est resuspendu dans un volu.e .ini.al du .~.e talRpon. 
L'extrait est incubé dans un ta~on contenant 10 -" de Mes-
NaOH (pH 6.0), 1 -" MgCI2' 3 -" NaCl, 6 -" d'acide 
ascorbique, 0.062 unités/ml de catalase et 4X de Triton X-l00 
pendant 20 .in à l'obscurité et à 4oC, pour l'obtention d'une 
solution à 1 ~ Chi/al, suivi d'une centrifugation de 10 .in 
à 3500 x g. Le surnageant est recentrifugé 30 .in à 17500 x 
g, et ainsi le culot est finale.ent resuspendu dans un taMPon 
l'Ies-NaOH 20 ... (pH 6.0), NaCI 15 .... et P'tgC12 10 ..... , à une 
concentration de 2 ~ Chi/ml. (Pour chacune des expériences, 
l'activité des .e.oranes de PSII se situe entre 280 et 340 ~M 
DCPIP/~ Chl·h). 
ii) ~x~~~~ti~~ des ~ranes thylacoïdiennes 
Env i ran 150 9 de plantes sont 1 avées , asséchées et 
ho.agénéisées dans les m~.es conditions que pour les 
particules de PSII. Le taMPon d'ho.agénéisation est constitué 
de 330 .... de sorbitol, 5 .... de P'tgC12 et 20 .... de Tes-NaOH (pH 
7.5), dans un volu.e final de 300 .1. L'ho.agénat est filtré 
sur 12 couches de coton fro.age et centr i fugé une .i nute à 
2000 x g. Le culot est resuspendu dans le taMPon 
d'ho.agénéisation dilué 20 fois et centrifugé une .inute à 
4000 x g. Finale.ent le culot est resuspendu dans un ta~on 
contenant du Tes-NaOH 50 .... (pH 7.5), 330 ... de sorb i to 1 , 
ftgCl2 2 .... , NH4Cl 1 .... et 2 .... de EDTA, avec un vo lu.e 
.ini~1 pour ainsi obtenir un extrai t à 2 Mg Chl/.1. (Pour 
chacunR des expériences, l'activité des .e.oranes 
thylacoïdiennes var ie entre 200 et 280 .. M DCPIP/mg Chi • h. 
et 430 .. M 02 ml-1 • h-1 , pour chaque Méthode). 
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iii) Im~bi~_l~~tion de~ .embranes thylacoïdiennes 
L'extraction des ntetnbranes se fai t COIIIftIe dans la section 
2.5.1 ii), mais on resuspend dans un ta~on phosphate; 
contenant 50 mM de ta.pon phosphate (NaH~04 et N~04) à pH 
7.0, NaCI 150 "," et f'lgC12 à 1 l1li1. La matrice liquide est 
composée de tampon phosphate (lB .... ), 5.6% d'albumine bovine 
(v/v) et 0.33% de glutaraldéhyde (v/v). Après avoir laissé 
reposer la solution deux minutes, on ajoute les membranes 
thylacoïdiennes pour obtenir une concentration finale en 
chlorophylle de 400 ",glial. C'est ensui te mélangé à 4 0 C et 
rapideMent congelé à -200 C pendant deux heures. La matrice 
ainsi obtenue se conserve à 40C et A l'obscurité. 
2.5.2 Méthodes/manipulations 
i) photoréduction du DCPIP Le milieu réactionnel 
est contenu dans une cuvette de 3 ml (30 "," de DCPIP pour 5 
",g Chi/ml) et illu.iné avec un faisceau actinique (halogène) 
au quartz de 150 W à intensi té maxi.ale. La lumière est 
pr*alAbl_nt filtrée par un filtre de 3 cm d'eAU pour ainsi 
éviter la surchauffe des filtres et des échantillons; et deux 
filtres à transfltittance spécifique, Schott RG 665 et Ealing 
35-6957. Le phototube est protégé par un filtre à 
transmi ttance contrôlée dans le rouge (Eal ing 35-5396 RTB). 
Les détails théoriques sont mentionnés dans la section 1.2.1. 
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Pour chaque mesure, un contrôle est prélevé du _atériel 
végétal en présence d'éthanol pour chaque concentration de la 
solution d'atrazine. Le m~tae type de vérification est 
effectuée dans le cas des solutions de OPC avec l'acétone. 
i i) !"esures de .d~qaqement d'oxygène Le milieu 
réactionnel de la cellule est forlllé de l'1es-NaOH 20 "'" à pH 
6,5, NaCl 1 _" et de "gC12 500 ~" pour un volume final de 3 
ml. Le 2,5-dichloro-p-benzoquinone (DC9Q) est utilisé co..e 
accepteur d'électrons artificiel au niveau du transfert entre 
Qg et le bassin de plastoquinones. L'extrait meMbranaire est 
à Il ~g de chlorophylle/_le La solution est désoxygénée par 
un barbottage de 45 secondes à l'azote et éclilirée à l'aide 
d'un projecteur (halogène) au quartz de 150 W à intensité 
maximale. 
iii> f."Iesures de liaison de l'atrazine Margué .(14C-
atrazine) Les mesures sont effectuées à l'aide de 
. ~.·M~_· ___ __· 
thylacoïdes extrai ts par la Méthode décri te à la section 
2.5.1 ii. L'atrazine radioactive est préalablement diluée 
dans l'éthanol (conc. finale <IX) et directe.ent introduite 
dans le tampon de resuspension. La concentration en 
chlorophylle est fixée à 50 ~", et l' extrai t est maintenu 
dans un tube Eppendorff de 1.0 ml pour une incubation de 10 
minutes. Après une centrifugation de 4 minutes, pour séparer 
l'atrazine lié aux ntetnbranes de l'atrazine libre, 750 ~l de 
surnAgeant sont prélevés pour l'analyse de l'atrazine libre 
et introduits dans 5 ",1 de liquide A scintillation. Des 
lectures ont été effectuées sur chaque échantillon pendant 10 
minutes A l'aide d'un compteur A scintillation de marque LKB. 
Deux mesures 
importantes ont été effectuées autour de l'étude du 
cytochrome, soit la visualisation du changement d'absorbance 
en fonction de la longueur d'onde et les réactions de 
photooxydoréduction en fonction du temps. Le protocole 
expérimental varie légèrement dépendant du résultat escompté. 
Dans les deux cas, les membranes de photosystème II sont 
éclairées avec un projecteur du m@me type que celui mentionné 
plus haut et le spectrophotomètre fonctionne en mode double 
faisceaux. 
Le ta~on de réaction reste le ",@me que celui de la 
resuspension du PSII, mesuré avec 125 ~g ChI/ml. Les 
échantillons sont mesurés avec une incubation miniMale, soit 
de quelques secondes. L'ordre des c 0"'P osés ajoutés est 
respecta et 
échanti lIon 
ainsi le temps 
est considéré 
entre chaque 
constant. Le ferricyanure de 
potassiu. est ajouté le premier A raison de 2 .... suivi de 
l'hydroquinone 2 ~, de l'acide ascorbique b mM et de 
l'hydrosulfite de sodium en excès. Il faut préalablement 
réduire l'hydroquinone avec du borohydrure sodique et de 
l'acide chlorhydrique. 
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Les spectres d'oxydoréduction du cytochro.e b-559 sont 
analysés dans un tampon contenant 20% de Ficoll (PlV), Tes-
NaOH 50 -" (pH 7.5), MgC12 1 -", NaCl 10 -", sorbitol 330 mM, 
MnC1 2 1 mM et 0.07% d'EDTA (PlV> et dont la concentration en 
chlorophylle est de 250 ~g/.l. La cuvette est éclairée par un 
projecteur (halogène) au quartz de 150 W et ce A travers un 
filtre de 3 c. d'eau et un filtre A translftittance contrôlée 
(Schott RG-665). Le tube photo.ultiplicateur est protégé par 
les filtres 4-76 et 4-96 de Corning. 
Le cytochrolile est IM!suré selon une adaptation de la méthode 
de Houchins (1984), (voir la section résultats pour les · 
précisions au sujet du ferricyanure de potassiulR et du FCCP). 
v> ~su~~hotoélectrochilRigues de l'inhibition 
~hotosystèlM! II Les mesures sur les 
thylacoïdes sont effectuées dans leur propre tampon de 
resuspension • raison de 250 ~g Chl/IRl. Avec ce type 
d'analyse, l'électrode de travail est deux fois plus .ince 
(0.025 MIR) que l'électrode potentiostatique (0.050 .IR>, et le 
potentiel iMPosé est de 750.V. Après chaque mesure, la 
chambre de la cellule est lavée trois fois avec de l'eau 
distillée. 
Dans le cas des Membranes immobilisées, la matrice est 
préalablement infiltrée d'une solution contenant 




RESULTATS ET DISCUSSION 
3.1 Site d'action de l'atrazine du côté lUMénal du PSII 
Les inhibiteurs de types triazines, dont l'atrazine 
f'ai t partie, sont bien connus pour inhiber le transfert 
d'électrons entre les quinones GA et Qg (Arntzen, 1982; 
Ver.aas, 1984). La position de l'apoprotéine Dl à été 
identifiée pour la preMière fois à l'aide des gels de 
polyacrylaMide-SDS par l 'habi leté intrinsèque de cette 
protéine à lier les herbicides. L'azidoatrazine fut eMployée 
pour caractériser la 1 iaison covalente à une protéine de 
poids Moléculaire de 32,000 daltons (Gardner, 1981; Mullet, 
1981; Pfister, 1981; Steinb~ck, 1981; Kyle, 1983). Les 
précisions qu'a 
Maintenant de 
apporté la biologie .oléculaire, 
localiser l'eff'et de l'atrazine 
permettent 
du Côté 
accepteur de la protéine Dl du PSII. Etant donné que cette 
prot6ine est tranSMeMbranaire, l'étude d'un deuxièMe site 
d'action des inhibiteurs de types triazine du Côté IUMénal 
(donneur) du photosystème II permet d'élaborer une stratégie 
bilatérale (dualité du site d'action). Le sujet est exploité 
en analysant séparément les deux Côtés du PSII à l'aide de 
donneurs d'électrons artificiels agissant du Côté luménal. 
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Du point de vue arrangement tridimentionnel, les particules 
MeMbranaires de photosystème 
thylacoidiennes entières sont 
II 
très 
et de .aetabranes 
différentes. Les 
thylacoïdes, tel qu' extrai ts par la _thode décri te à la 
section 2.5.1 i i, sçmt cOlBplets et non-fractionnés. Ce qui 
résulte dans le fait que l'accessibilité aux différents sites 
varie selon qu'on est du côté du strOMa ou du lumen. Il est 
donc plus difficile pour une .olécule peu hydrophobe 
d'atteindre le Côté donneur d'électrons que d'interagir du 
Côté accepteur. Par contre, les membranes enrichies en 
photosystèee II sont fractionnées (par l'effet du Triton) et 
donc l'accessibilité aux deux sites est semblable. Ce concept 
s'avère capital dans l'élucidation du site d'aètion de 
l'atrazine sur le PSII. 
Les figures 6, 7 et 8 démontrent la levée de l'inhibition 
(du transport d'électrons) due A la présence du OPC, un 
donneur artificiel d'électrons. Le OPC est reconnu comMe 
étant actif au niveau lu_nal du PSII dans la région de Z 
(Sch.id, 1977; Dekker, 1984), premier donneur d'électrons au 
P680 (Rich, 1987; ne.etriou, 1988). Dans les particules 
~ranaires de PSII de ChenopodiulR album L. (Fig. 6), une 
forte concentration d'atrazine (10-4 ") réussit à inhiber 83X 
de l'activité photosynthétique chez le biotype sensible; par 
contre à mesure que la concentration en DPC augmente, cette 
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Figure 6. Inhibition de la photoréduction du OCPIP par 
album L. sensibles (.) et résistants CA>. Les chiffres 
adjacents aux tracés indiquent la concentration de OPC (mM). 
lorsque la concentration de donneur artificiel est aug.entée 
à 2.5 -", l'inhibition est réduite à 3B% et cela .~me à cette 
forte concentration d'atrazine. Ce résultat est tout à fait 
admissible si nous faisons l'hypothèse d'un site d'action de 
l'atrazine du côté donneur du PSII et co~te tenu du fait que 
l'accessibilité aux sites d'inhibition est homogène chez les 
particules de PSII, 
significative (45%). 
d'où cette levée d'inhibition 
En abaissant la concentration 
d'inhibiteur dans le milieu réactionnel à 10-5 1'1, il est 
beaucoup plus facile de lever l ' inhibition. Ainsi, une 
concentration en DPC de toute trace 
d'inhibition par rapport au témoin. A 10-6 M d'atrazine, on 
réussi t à suppritRer toute l' inhibi tion avec une quanti té 
minimale de donneur d'électrons artificiel (0.3 mM). 
On relDarque déjà à pri.e abord, qu'avec de faibles 
concentrations d'atrazine autant qu'avec de fortes 
concentrations, on réussi t à lever l' inhibi tion dans une 
proportion siMilaire. On peut donc supposer que l'atrazine se 
lie au niveau QB ainsi que du Côté 1 u.ëna 1 à forte 
concentration autant qu'à faible concentration; ce qui 
explique la régularité du mode d'action du diphénylcarbazide. 
Dans le cas du biotype résistant à l'atrazine, l' inhibi tion 
maximale atteinte est de 10% avec une concentration de 3 X 
10-4 M en absence de DPC. Une concentration de 10-5 1'1 réussit 
à inhiber seulement 2% de l'activité photosynthétique, et ce 
en absence de DPC, contre 39% chez le biotype sensible. La 
levée d' inhibi tion sui t le lR@me sch~ que chez le biotype 
sensible; soi t une levée proportionnelle à la diminution 
d'inhibiteur du PSII. 
Pour s'assurer de la reproductibilité de ces résultats, 
deux autres espèces ont été étudiées. Les courbes présentées 
à la figure 7 (~tnara~!~us) diffèrent légèrement de celles de 
Ç~~.'l~d~ulR à causes de différences structurales et physiques 
de chaque espèce de membrane. L'inhibition du transport 
d '~l t t t - d 10-4 M d'atrazl-ne  ec rons par une concen ra lon e n 
atteint 91% en absence de DPe. De faibles quantités de 
donneurs artificiels d'électrons lèvent une proportion · 
importante de l'inhibition, soit par exemple 41% avec 0.5 ..... 
de DPe. Il est, par contre, beaucoup plus difficile d'évaluer 
le biotype résistant vu son très faible taux d' inhibi tion; 
avec une concentration moyenne d'atrazine 1"1) , 
l'activité photosynthétique n'est pas affectée. Les résultats 
obtenus avec une troisième espèce, Brassica rapa, corroborent 
ceux des deux espèces précédentes (Fig. B). On reMarque que 
!!!:.~!!.~ica rap~ L. est plus sensible à l'atrazine puisque à 
fortes concentrations (1 X 10-4 à 3 X 10-4 1"1), le transfert 
d'électrons entre les quinones GA et Qo est cOlRPlètement 
inhibé chez le biotype sensible. Par contre l'effet 
d' inhibi tion est considérablement rédui t à de plus faibles 
concentrations d'atrazine (10-5 1"1), pour ainsi faire chuter 
l'inhibition de 100% à 5B% et encore à 7% en présence de 10-6 
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Figure 7. Inhibition de la photoréduction du OCPIP par 
l'atrazine en présence de OPC chez des PSII d'Amaranthus 
e_9 .....  ~_L~_L_§_._ . !".I.~-~_~ sensib les ~) et résistants CA). Les ch i ffres 
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Figure 8. Inhibition de la photoréduction du OCPIP par 
L. sensibles (e) et résistdnts CA). Les chiffres adjacents 
aux tracés indiquent la concentration de ope (mM). 
Ce qui est pourtant constant chez les trois espèces, 
c'est la proportionnalité qui existe entre la levée de 
l'inhibition et la quantité d'atrazine dans le milieu et ce 
en fonction de l'aug.entation de DPC présent. 
Chez les Membranes thylacoïdiennes entières, la stratégie 
sous- jacente diffère significativeMent du point de vue 
accessibilité pour un site. Tel que .entionné plus haut, les 
thylacoides se présentent sous forMe de saccules fer.és 
offrant ainsi une portion luMénale difficile d'accès pour 
l'atrazine. La figure 9 nous présente l'inhibition de 
thylacoïdes de chénopode en fonction de la concentration 
d'atrazine, en faisant varier les concentrations de DPC. On 
retllarque qu'à forte concentration d' inhibi teur (10-4 t1>, la 
levée d'inhibition est générale.ent plus prononcée qu'avec de 
faibles quantités. On re.arque la .~Me tendance chez Brassica 
(Fig. 11>, .~me si l'inhibition est plus forte. Quoique plus 
difficile à vérifier chez le biotype résistant à l'atrazine, 
l'inhibition à des concentrations élevées, soit de 3 X 10-4 
et 1 X 10-4 t1, seable plus facile à lever. Cette observation 
tend à confirllM!r l'hypothèse de départ voulant que 
l'accessibilité des deux sites pour l'inhibiteur diffère. 
Ainsi, à faible concentration, l'atrazine ne peut 
qu'accéder à la portion (;lB de la protéine Dl, d'où la 
difficulté pour le donneur d'électrons artificiel de lever 
cette inhibition. Tandis qu'avec une concentration élevée, 
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Figure 9. Inhibition de la photoréduction du DCPIP par 
l'atrazine en présence de OPC chez des thylacoïdes de 
çh~.T1..Qp_,?d~~f!l ë.llbufll L. sensibles (.) et résistants (!>. Les 
chiffres adjdcents aux tracés indiquent la concentration de 
OPC (mM>. 
qui nous permet d'émettre l' hypothèse d'un deux iètRe si te 
d'action de l'atrazine du côté donneur du PSII. Par contre 
cette éventualité seMble @tre ternie par l'existence d'une 
levée d'inhibition significative en plusieurs points et ce à 
de faibles concentrations d'atrazine. D'autant plus que chez 
~~~!"_~!'!!l_,=,~, la levée de l' inhibi tion est aussi itaportante à 
faibles qu'à fortes concentrations d'atrazine (Fig. 10>' Si 
on prend comme exemple une concentration faible, soit de 1 X 
10-6 M, avec une quantité aussi mini.e que 0.3 MM de OPC, la 
levée de l'inhibition atteint les 37", contre 11% " forte 
concentration (10-4 M; Fig. 10). "@.e avec une concentration · 
de 0.:5 "'" de OPC, estiMée MOyenne de par la 1 i ttërature 
(Vernon, 1969; Lach, 1977; Rawyler, 1980; Rawyler, 1981; 
lnoué, 1987), ce pourcentage dellleure plus élevé avec une 
faible quantité d'atrazine. Ces derniers résultats pourraient 
s'expliquer si nous assUinons que le OPC peut déplacer une 
quinone inhibitrice analogue de son site, comme démontré avec 
le si 1 icolaOlybdate au si te QB (Béiger, 1982; Graan, 1986); 
cette dernière hypothèse sera vérifiée ultérieurement 
(section 3.2). 
Vu les possibles effets non-spécifiques du OPC, 
l'utilisation d'un deuxième donneur d'électrons 
caractérisera de façon plus for.elle le second site d'action 
de l' atrazine du Côté lumênal du PSII. Le "nC12 semble @tre 
tout désigné, étant donné qu'il agit dans la .~.e région que 
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Figure 10~ Inhibition de la photoréduction du OCPIP par 
l'atrazine en présence de OPC chez des thylacoïdes 
d'Amaranthus Powelii 5 Wats sensibles w> et résistants (1). 
- .... _ .. -_ .. . _- -_.- .. _~- _ .... _ .... _.... '. . .. _. . . _ .. _ .. _,_ ...... -
Les Lhiffres adjacents aux tracés indiquent la concentration 
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Figure 11. Inhibition de la photoréduction du OCPIP par 
l'atrazine en présence de OPC chez des thylacoïdes de 
êr.::_é!.~.~J.C;~ .. _._ ~.~P_é! L. sensibles (') et résistants (j). Les 
chiffres adjacents aux tracés indiquent la concentration de 
OPC (mM). 
site de liaison serait m~me attribué A un résidu d'histidine 
du côté lu.énal du PSII (Preston, 1989; Seibert, 1989; 
Ta.ura, 1989). Chez les trois m~mes espèces, le MnC12 a été 
employé avec les deux particules membranaires utilisées 
précédemment. Les résultats sont présentés de la m~me manière 
qu'avec le DPC mais en présentant les résultats obtenus pour 
les PSII et les thylacoïdes conjointement. Une seule 
concentration de donneur a été utilisée, soit 0.1 mM, étant 
donné que la levée d' inhibi tion étai t inchangée avec des 
quantités allant jusqu'A 2.0 mM de MnC12. La figure 12 .antre 
clairement que le MnC12 donne des électrons dans la région de 
2 pour ainsi lever l'inhibition pour les particules de PSII. 
Tout au long de l'échelle de concentration d'inhibiteur, le 
MnC1 2 agit avec la .~me force, levant ainsi environ de 5-10% 
de l'inhibition nette. Sur une moins grande échelle, le 
biotype résistant présente le m~.e schème caractéristique. Vu 
la difficulté d'accéder au Côté lu.ënal, la levée de 
l' inhibi tion chez les thylacoïdes est inexistante (biotype 
résistant) ou très faible dans le cas du biotype sensible A 
l'atrazine. 
Ces derniers résultats soutiennent fortement l'hypothèse 
de départ voulant qu'il y ait un second site d'action de 
l'atrazine du Côté luménal du PSII. Ces résultats sont 
parfaite.ent reproductibles chez les autres plantes étudiées. 
Amaranthus et Brassica (Fig. 13 et 14) présentent 
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Figure 12. Inhibition de la photoréduction du DCPIP par 
l'atrazine en présence de MnCl 2 (0.1 mM) chez des PSII 
(symboles noirs) et thylacoïdes (symboles blancs) de 
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Figure 13. Inhibition de la photoréduction du DCPIP par 
l'atrazine en présence de MnCl2 <0.1 mM) chez des PSII 
(symboles noirs) et thylaco i des (symboles blancs) 























Figure 14. Inhibition de la photoréduction du DCPIP par 
l'atrazine en présence de MnCl 2 (0.1 mM) chez des PSII 
(symboles noirs) et thylacoïdes (symboles blancs) de BrassicA 
raQ~ L. sensibles (cercles> et résistants (triangles). 
avec les .e.branes enrichies en PSII; et cela autant pour le 
biotype résistant que sensible à l'atrazine. 
La différence de sensibilité (à l'atrazine) des ~ranes 
n'a toutefois pas été évaluée de façon à ~tre certain du 
résultat du pronostic. L'atténuation de l'inhibition du 
transport d'électron en fonction de l'inhibition en présence 
d'une valeur .oyenne de DPC, soit 0.5 mM, s'avère un outil de 
pretRier ordre pour caractériser plus clairetRent la présence 
d'un deux iètae site d'action (pour la signification 
tnathé.atique voir la légende des figures). La figure 15 
propose une relation, atténuation de l'inhibition: inhibition 
qui est presque linéaire dans le cas des thylacoides. Cette 
observation s'explique aisé.ent considérant qu'en présence 
d'un faible pourcentage d' inhibi tion (en abscisse, de 0 à 
5OX) il est plus aisé de lever cette inhibition, d'où le fort 
taux d'atténuation. Ce taux en fonction de 
l'aug.entation de l'atrazine du Milieu. 
L'i~ortance de ce graphique réside dans la comparaison 
thylacoide-PSII; ce qui fourni t une infortnation iMportante 
sur la sensibilité respective des aeMbranes. Au pretnier coup 
d'oeil on remarque une sensibilité à l'inhibiteur plus élevé 
dans le cas des PSII; cette réceptivité accrue s'observe 
facileaent . lors d'une inhibition élevée. Chez les deux 
particules aeMbranaires on peut atteindre 100X d'inhibition à 
forte concentration d' atrazine, donc dans ce cas tous les 
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Figure 15. Atténuation de l'inhibition par l'atrazine 
en présence de ope (0.5 mM) chez des PSII (.) et thylacoïdes 
(0) de çb_I?.!l.~podi _um ._~1bu.~ L. sensibles. Le pourcentage 
d'atténuation (P) est calculé à partir du pourcentage 
d'inhibition de l'échantillon sans (W) et avec (y) le donneur 
artificiel d'électrons: P = (W - Y)/ W X 100. 
pour le PSII demeure très élevé, soit de 25X contre seuleMent 
9X pour les thylacoïdes. 
La deuxièMe observation et 
"l'épaulement" ou l'atténuation 
la plus iMportante, est 
élevé qui se prolonge à 
faible pourcentage d'inhibition dans le cas du PSII. Si on se 
rappelle que le DPC agi t du côté lunténal du PSI 1, à faible 
concentration d'atrazine (par exemple à 15X d'inhibition) le 
taux d'atténuation de l' inhibi tion atteint 99X. La grande 
efficacité du donneur artificiel d'électrons pour lever 
l'inhibition implique un site d'action de l'atrazine du côté 
luMénal du PSII. Ainsi, m~Me si on aug.-ente la quanti té 
d'inhibiteur (pour ainsi atteindre 50X d'inhibition) le 
pourcentage d'atténuation de l'inhibition reste toujours au 
dessus de 90". A plus forte concentration d' inhibi teur, la 
difficulté d'atténuer l'inhibition s'accroît progressivement. 
Il est évident qu'à ce stade les deux sites sont coMblés en 
atrazine, ce qui nous permet d'affirmer que l'atrazine 
s'attaquerait préférentiellement du côté donneur d'électrons 
(région de Z> que du Côté du stro.a (QB) dans les .e.branes 
enrichies en PSII. 
On peut donc .aintenant, avec peu de risque d'erreur, 
soutenir l'hypothèse dualiste du ~anisme d'inhibition de 
l'atrazine. Cette hypothèse tient égaleMent chez le biotype 
résistant à l'atrazine (Fig. 16). Dans ce cas cependant, la 
di fférence entre PSII et menabranes thylacoïdiennes est plus 
difficile à évaluer co.pte tenu des faibles valeurs 
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Figure 16. Atténuation de l'inhibition par l'atrazine 
en présemce de ope (0.5 mM) chez des PSII (.) et thylacoïdes 
(0) de 
d'atténuation (P) est calculé à partir du pourcentage 
d'inhibition de l'échantillon sans (W) et avec (y) le donneur 
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Figure 17. Atténuation de l'inhibition par l'atrazine 
en présence de DPe (0.5 mM) chez des PSII (e) et thylacoïdes 
(0) de sensibles. Le pourcentage 
d'atténuation (P) est calculé à partir du pourcentage 
d'inhibition de l'échantillon sans (W) et avec (y) le donneur 
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Figure 18. Atténuation de l'inhibition par l'atrazine 
en présence de ope (0.5 mM) chez des PSII .) et thylacoïdes 
(0 ) de L. résistants. Le pourcentage 
d'atténuation (P) est calculé à partir du pourcentage 
d'inhibition de l'échantillon sans (W) et avec (y) le donneur 
artificiel d'électrons: P = (W - Y)/ W X 100. 
d'inhibition. ~rassica rapa L. se co~orte de la M@.e façon. 
En présence d'une inhibition inférieure A 55% on obtient une 
atténuation très élevée (100% dans le cas du biotype 
sensible) , caratérisant ainsi l'efficacité du donneur 
d'électrons au niveau de 2 (Fig. 17 et lB). Dans le cas 
d'A.aranthus Powelii S Wats sensible A l'atrazine, il ne 
seMble pas y avoir de différence fondamentale entre la 
sensibilité du PSII et les thylacoïdes, m@.e si on remarque 
qu'A faible concentration d'atrazine, l'atténuation chez les 
.e.branes de PSII reste légèrement plus élevé (Fig. 19). Par 
contre il ne fai t aucun doute que dans le cas du biotype 
résistant, le PSII est beaucoup plus sensible que les 
thylacoïdes étant donné que l'atténuation de l' irlhibi tion 
reste MaxiMale jusqu'aux plus fortes concentrations 
d'atrazine (Fig. 20). 
Dans un M~me ordre d'idées, pour vraiMent soutenir cette 
hypothèse, des Mesures d'atténuation de l'inhibition en 
fonction de l'inhibition de l'activité en présence de 0.1 MM 
de I1nCl2 sont présentées A la figure 21. Pour chacune des 
trois plantes, ne 
Metlbranes de PSII 
sont présentés que les résultats 
car aucune levée d'inhibition n'a 
des 
été 
décelée chez les meMbranes thylacoïdiennes entières. On 
constate donc qu'A faibles concentrations d'inhibiteur, 
l'atténuation de l'inhibition est très élevée, pour ensuite 
diMinuer proportionnellement avec l'augmentation d' atrazine 
dans le milieu. 
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Figure 19. Atténuation de l'inhibition par l'atrazine 
en présence de DPe (0.5 mM) chez des PSII (., et thylacoïdes 
(0) de Amaranthus Powelii S Wats sensibles. Le pourcentage 
d'atténuation (P) est calculé à partir du pourcentage 
d'inhibition de l'échantillon sans (W) et avec (y) le donneur 
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Figure 20. Atténuation de l'inhibition par l'atrazine 
en présence de DPe (0.5 mM) chez des PSII .) et thylacoïdes 
(0) de Amaranthus Powelii S Wats. résistants. Le pourcentage 
d'atténuation (P) est calculé à partir du pourcentage 
d'inhibition de l'échantillon Sdns (W) et avec (y) le donneur 
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Figure 21. Atténuation de l'inhibition par l'atrazine 
en présence de MnCl2 (0.1 mM) chez des PSII sensibles de 
Chenopodium (~, d'Amaranthus (0) et de Brassica (1). Le 
pourcentage d'atténuation (P) est calculé à partir du 
pourcentage d'inhibition de l'échantillon sans (W) et avec 
(y) le donneur artificiel d'électrons: P = (W - Y)/ W X 100. 
A titre informatif, les trois figures suivantes (Fig. 
22, 23 et 24) nous renseignent sur la sensibilité des PSII 
COMparativement aux thylacoïdes et cela avec une 
concentration moyenne de 0.5 mM de DPC. Autant dans le cas du 
biotype sensible que résistant, le PSII semble ~tre inhibé 
plus rapidement. Fait à noter que chaque mesure de tous les 
graphiques sont obtenue par la moyenne de triplicatas. 
Plusieurs traite~ents sur les ee~ranes thylacoïdiennes 
sont connus pour affecter le Côté accepteur autant que le 
Côté donneur du PSII (Jursinic, 1983; Renger, 1983; Ikeuchi, 
1985; Metz, 1986, Renger, 1986, Vii 1 ker, 1986, Vamada, 1987). 
Par exemple les modifications structurales de Dl et aussi du 
polypeptide D2 sont démontrées comme se produisant après la 
liaison avec l'atrazine ou après l'oxydation de l'atome de 
fer ("high spin iron atom") logé entre QA et QB de Fe2+ à 
Fe3 + (Renger, 1988). Donc, l' act ion de l' atraz i ne du côté 
donneur pourrait ~tre interprétée co~me un second effet de la 
1 iaison de l' inhibi teur au si te QB. Cependant la présence 
d'un vrai site d'action du Côté donneur a été délMlntré (pour 
une synthèse des résultats sur le sujet voir Purcell, 1990a). 
La ~orte accessibilité de l'atrazine du Côté donneur dans les 
fractions me.branaires enrichies en PSII pourrait ~tre due à 
la plus grande exposition de la face lu~nale au milieu dans 
ces préparations. Par contre la baisse d'affinité de 
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Figure 22. Inhibition de la photoréduction du OCPIP par 
l'atrazine en présence de 0.5 mM OPC chez des PSII (symboles 
noirs) et thylacoïdes (symboles blancs) de Çb~Q9~oqi~~_~l~~~ 






















Figure 23. Inhibition de la photoréduction du OCPIP par 
l'atrazine en présence de 0.5 mM OPC chez des PSII (symboles 
noirs) et thylacoïdes (symboles blancs) d'~_f!l~_raD-th_u~_~_'!..w_~LU 














10-7 10-6 10-5 10-4 
CONCENTRATION ATRAZ INE CM) 
Figure 24. Inhibition de la photoréduction du DCPIP par 
l'atrazine en présence de 0.5 mm DPC chez des PSII (symboles 
noirs> et thylacoïdes (symboles blancs) de ~!::~s~_i_ca _.r ap'~ L. 
sensibles (cercles> et résistants (triangles>. 
structur.les de la protéine Dl induite par l'effet du Triton. 
Il a été postulé très récemment que Z serait la tyrosine 161 
du polypeptide Dl (Barry, 1987; Debus, 1988; Serken, 1988; 
Ikeuchi, 1988b). Ce résidu est logé du côté luménal du PSII. 
Ainsi il y a plusieurs évidences attribuant un rôle 
fonctionnel et cinétique de Z, en relation avec le P680 
(Serken, 1987; "athis, 1989; Ketz, 1989). 
Finalement, d'après les résultats présentés antérieurement, 
il seMble notoire que chez les biotypes résistants le si te 
d'action des herbicides du côté donneur est résistant à 
l'atrazine approxiMativement au "~IM! taux que sur QB. En 
fait, l'inhibition est observée seulement fortes 
concentrations d' atrazine chez les PSII et les thylacoides 
isolés de biotypes résistants. Ceci confirlRe les résul tats 
obtenus par Rashid (1987) avec C. albua L. Il est bien connu 
que le si te de mutation i .. pl iqué dans la résistance aux 
triazines des espèces étudiées ici, est local isé sur la 
sérine 264 sur le polypeptide Dl (Hirschberg, 1983). Ce 
changement d'un acide aMiné affecte grandement la 1 iaison 
d'une .alécule d'atrazine au site QB. D'autre part, le site 
de li.ison à l'atrazine regroupe plusieurs acides aMinés, 
lesquels sont relativement loin du site de .utation: sur la 
Methionine 214 et entre l'histidine 215 et l'arginine 225 
(Wolber, 1984; Wolber, 1986; Barros, 1988); voir la figure 
25. 
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La figure 26 permet de bien visualiser le site de 
liaison de l'atrazine (hélice D) et celui de la IllUtation 
(hélice E) du Côté du stro.a, de M~me que le site d'action du 
DPC (région de la tyrosine 161) du Côté 1 u_na 1 du PSII 
(hélice C). La IIKJdification de la protéine, laquelle altère 
la liaison de l'atrazine au site GB chez les biotypes 
résistants, pourrait très bien induire des changements 
confonDationnels qui affecteraient aussi le Côté lu.énal de 
la membrane; l'action du Triton X-l00 comme détergent, 
affecterait également l'organisation des .ealbranes 
thylacoïdiennes 
Her.ann, 1988). 
(Apostolova, 19BBa; Apostolova, 19BBb; 
LOCALISATION DE SITE DE LIAISON DE L'ATRAZINE 
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Figure 25. Carte de digestion d'un fragment de la 
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Figure 26. Modè~des cinq hélices transmembranaires de 
la protéine Dl. (D'après Sayer, 1986). 
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3.2 ~tude des relations existant entre .alécules de type 
gyJnone 
COIftftte mentionné dans la précédente section, le doute 
plane sur l' uti 1 isation du OPC en présence de IIIOlécules de 
type qui none. Ces lIKllécules étant chi.iquelltent si .. i laires 
(voir fig. 4), il est donc possible que le OPC déplace ou 
colltpéti tionne avec l'atrazine pour ainsi lever l' inhibi tion 
de façon .arquée. 
3.2.1 ÇQ~étition._ inhibiteurs/donneur d'électrons La 
figure 27 nous Montre l' inhibi tion de la photoréduction du 
DCPIP dans un extrait de thylacoide d'épinard en fonction de 
la concentration d'atrazine, avec et sans OPC. Oans le cas du 
contrôle, l'inhibition croît graduelle.-ent avec 
l'augtMfntation de la concentration d' inhibi teur. La 
photoréduction du DCPIP est complète.-ent freinée avec une 
concentration légèrement supérieure à 10-7 M. En présence de 
1.6 "'" de donneur artificiel d'électrons, on réussit à lever 
l' inhibi tion (nette) dans une proportion 
ce à faible concentration d'atrazine 
d'environ 10~ 
( < 10-6 M ). 
et 
Par 
contre à plus forte concentration le OPC tend, en .oyenne, à 
lever plus de 15~ de l'inhibition. Etant donné que la 
quanti té de OPC est suffisa.ment élevée et constante, la 
levée d'inhibition ne devrait pas varier considérablement ou 
diminuer en fonction de l'augMentation de la 
concentration de l' inhibi teur. On observe l'effet contraire 


















Figure 27. Inhibition de la photoréduction du OCPIP par 
l'atrazine en présence d'une forte concentration de OPC (1.6 


















Figure 28. Inhibition de la photoréduction du DCPIP par 
le DCMU en présence d'une forte concentration de DPC (1.6 mM) 
chez des thylacoïdes d'épinard. 
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site. D'autant plus qu'à forte concentration, l'atrazine 
réussit à occuper le côté luMénal du PSII et ainsi favoriser 
l'action du OPC. La figure 28 dé.antre le M~" schème 
caractéristique d'inhibition avec et sans donneur d'électrons 
en utilisant le DeMU pour ainsi appuyer l'hypothèse de 
départ. Ces deux inhibiteurs, l'atrazine et le DeMU, ont le 
.~ .. site d'action, quoiqu'ils agissent à des concentrations 
différentes. La levée d'inhibition sefllble assez régulière à 
des concentrations inférieures à 5 X 10-7 M de DeMU <=10%) 
pour ensuite aug.enter à plus de 15% avec des concentrations 
supérieures. Co ... avec l'atrazine, le DeMU à très fortes 
concentrations se.ole tirer profit du fait que le OPC à 1.6 
MM ne suffit plus à lever l'inhibition, en proportion égale, 
aux deux sites d'action du PSII. 
En faisant Maintenant varier la concentration de donneur 
artificiel, nous pourrons mieux cerner l'interaction qui 
existe entre l'atrazine et le OPC. La photoréduction du DCPIP 
par les thylacoides d'épinard avec et sans inhibiteurs 
<montrée à la figure 29) semble faire la lumière sur 
plusieurs points. Dans un premier teMps, si on observe le 
tracé du contrôle, l'activité photosynthétique augmente 
sensible.ent sous l'effet du OPC aux concentrations 
inférieures à 1.0 MM. A des concentrations supérieures à 1.0 
MM, le transport d'électrons atteint un .aximum. En présence 
d'inhibiteurs <atrazine et DCMU) l'activité photosynthétique 
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Figure 29. Valeurs de photoréduction et d'inhibition du 
OCPIP en fonct ion du OPC et en présence de 6.7 X 10-6 M 
d'atrazine (.) et 3.3 X 10 -7M de DCMU (0) comparativement au 
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Figure 30. Valeurs de photoréduction et d'inhibition du 
DCPIP en fonction du DPC et en présence de 2.3 X 10-6 1'1 
d'atrazine (~ et 2.0 X 10 - 7,., de DCMU (0) comparativement au 
contrôle W, chez les thylacoïdes d'orge. 
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l'action du OPC lève cette inhibition sans atteindre l'effet 
MaxilM1a. Ce qui prouve que .. ~",e en présence de fortes 
concentrations d'inhibiteurs le OPC déplace ces .alécules 
pour ainsi abaisser l'inhibition. Le tracé du bas (Fig. 29) 
nous montre que les inhibi teurs sont en quanti té suffisante 
pour inhiber environ 90X de l' activi té, qui pourtant est 
levée, sans la présence d'un plateau A grande concentration 
de donneur d'électrons. Ce qui rejetterait l'hypothèse d'une 
quantité insuffisante d'inhibiteurs pour qu'il y ait atteinte 
trop facilement d'un plateau. 
Pour s'assurer de la validité des dernières hypothèses, 
une autre espèce fut analysée. La figure 30 .antre de façon 
éloquente, la conapéti tion qui existe entre le OPC et les 
inhibiteurs du transport d'électrons (entre QA et Ga) chez 
des thylacoïdes d'orge. Vu la plus grande sensibi 1 i té de 
l'orge au OPC, l'effet de ce donneur d'électrons se fait 
sentir de façon prononçée, co.aparativeMent A l'épinard. Par 
contre le plateau survient approxiMativement au .~1Ile endroit, 
dans le cas du contrôle. En présence d'inhibiteurs on réussit 
A lever une grande proportion de l'inhibition sans toutefois 
atteindre un maxiMUM. EgaleMent dans cet exeMple l'inhibition 
en absence de donneur artificiel d'électrons est élevée, soit 
d'environ BOX (tracé du bas). 
Pour s'assurer de cette réal i té, la figure 31 détaontre la 
relation qui existe entre les inhibi teurs et le OPC. On 
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Figure 31. Double réciproque de la photoréduction du 
DCPIP en fonction du DPC et en présence d'inhibiteurs (voir 
Fig. 30), chez les thylacoides d'orge. 
-..l 
.t' 
lever l' inhibi tion (1.04 cnf1) pour ainsi atteindre SOX de 
l'activité photosynthétique pour le DCMU et pour l'atrazine; 
ceci s'explique facilement par le fait qu'ils ont le m@me 
site d'action. 
3.2.2 I~teraction donneur/accepteur d'électrons On 
peut se demander, ~ titre de vérification, si le DPC 
affecterait l'accepteur d'électrons par le m@me .écanisme que 
pour les inhibiteurs étant donné la si.ilitude relative des 
.alécules et que le DCPIP agit au .~.e niveau que l'atrazine 
et le DeMU (I;tB). Al' aide de thylacoides d'épinard on peut 
démontrer que le DPC n'affecte nulle..ent le laécanisme de 
capture d'électrons par le DCPIP (Fig. 32). Aux faibles 
concentrations de DCPIP «10 ~"), le flux d'électrons ne peut 
@tre capté entièr~nt et l'action du DPC n'est pas 
discernable; par contre au-dessus de cette concentration, 1.6 
.,. de donneur d'électrons produi t une aug.entation sensible 
de l'activité photosynthétique. Dans le cas présent on 
atteint un plateau en présence d'environ 20 ~" de DCPIP. On 
peut donc en conclure que lorsque que la quanti té requise 
pour accepter le flux d'électrons est atteinte, la réaction 
est saturée et aucune augMentation de photoréduction n'est 
perceptible (non causé par 
photoréduction, 30 ~" de 
le OPC). 
DCPIP 
correspond ~ la zone du plateau. 
Pour les expériences de 
sont utilisés, ce qui 
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Figure 32. Photoréduction du DCPIP en fonction du DCPIP 
avec et sans OPC (1.6 mM) chez les thylacoïdes d'épinard. 
3.2.3 ~su~~_~e dé~gement d'oxygène Les mesures 
de la ~igure 33 ont été obtenues en présence de 7.5 X 10-5 M 
d'atrazine, pour ainsi obtenir une inhibition du dégagetRent 
d'oxygène de bO pourcent et l'activité passe de 430 à 180 ~M 
02 .1-1 h-1 < 180 étant normal isé à 100 sur la ~igure). 
L'oxygène dégagé du côté luménal du PSII est enregistré, en 
absence et en présence de donneurs arti~iciels d'électrons. 
L'ajout de MnCle provoque une baisse sensible de l'activité 
relative vu la cOlBpétition qu'il exerce avec l'eau, donneur 
naturel d'électrons. Cette diminution n'est pas a~~ectée par 
l'aug.entation de la quantité de donneur; .@.e avec de très 
~ortes concentrations <)1.5 1IItt), la quantité d'oxygène 
dégagée n'est pas a~~ectée. Par contre le OPC compétitionne 
beaucoup plus ~ortement avec l'eau, ce qui nous donne une 
activité très ~aible. Cependant, contrairement au MnC12' une 
augmentation de la concentration en DPC réussit à mousser le 
rendement photosynthétique de ~açon spectaculaire. Ce qui 
suggère que le OPC déplace l'atrazine de son site d'action et 
di.inue ainsi son e~~et inhibiteur. 
3.2.4 Relation entre la liaison de l'atrazine et la 
levée de l'inhibition Les résul tats nous 
poussent à faire une étude plus approfondie des interelations 
existant entre l'atrazine et le donneur d'électrons 
artificiel. D'après les premiers travaux de Tischer < 1977) 
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Figure 33. Dégagement d'oxygène en présence d'atrazïne 
(7.5 X 10- 5 M --> 60% d'inhibition) en fonction de donneurs 
d'électrons chez les thylacoïdes d'épinard. 
-...) 
al 
nous pouvons, à l'aide d'inhibiteur marqué, établir une 
relation directe avec l'atrazine se liant ou non à la 
.e.brane thylacoïdienne. Comme mentionné dans la section 
2.5.2 iii, une incubation et une centrifugation suffisent à 
séparer l'atrazine lié et non-lié et ainsi évaluer la liaison 
en présence de DPC. La figure 34 dé.ontre la proportion 
d'atrazine lié par rapport à l'atrazine libre et ce en 
faisant varier la concentration de DPC. Avec une 
concentration fixe d' inhibi teur on peut ainsi détenRÏner la 
quantité de complexe lié. L'allure générale de la courbe en 
présence de 0.2 ~" d'atrazine dé.antre qu'il y a de MOins en 
.ains d' inhibi teur 1 ié à Mesure que la quanti té de donneur 
-
augmente. "~.e avec une concentration moyenne de 0.5 mM, le 
DPC réussit à restreindre la liaison de façon significative. 
Ainsi on passe de 20 n IROl d'atrazine marqué (l4c-atrazine 
lié) à faible concentration de DPC, à environ dix fois moins 
avec une très forte concentration de donneur (3.0 Iftt'I). A 
faible concentration d'atrazine (0.05 on remarque 
toujours une réduction IRarquée d'inhibiteur lié à la membrane 
du à la présence de DPC; on réussi t m~me à ce que le DPC 
co~.titionne à un point tel, qu'il ne puisse s'y lier. 
Ce dernier résul tat soutient l' hypothèse de départ 
voulant qu'il y ait co~étition pour un m@me site entre les 
.alécules inhibitrices de type quinones et le donneur 
artificiel d'électrons. Un point cullRine dans ce mécanislRe 
d'inhibition, c'est que le DPC semble conapétitionner à de 
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Figure 34. Liaison de l'atrazine marquée en fonction du 
ope chez les thylacoïdes d'épinard en présence de deu~ 
concentrations d'atrazine (0.2 ~M et 0.05 ~M). 
très fortes concentrations mais égale.ent à de très faibles 
(0.38 .t1). Ce qui nous amène à discuter de la validi té de 
l' uti 1 isation de ce donneur en présence de IDOlécules étant 
chimiquement si mi laires ou encore avec des inhibi teurs de 
type qui none. 
le transport 
Le DPC est toujours très uti 1 isé pour étudier 
d'électrons, autant au niveau des études 
fondamentales qu ' appliquées. La difficulté est évidem.ent 
relié à la concentration de donneur utilisé et à la nature 
des .alécules externes qui sont utilisées. Plusieurs travaux 
à ce sujet préconisent une forte concentration de DPC (1.0mM) 
dans le but d'étudier un système photosynthétique fortement 
endo.magé (Radunz, 1982; Satoh, 1983; Dietz, 1988). 
La diversification des travaux en utilisant le DPC 
s'étend aussi à des stress extérieurs pouvant causer une 
inhibition du transport d'électrons. L'inactivation des 
électrons due au stress à la chaleur n'échappe pas à 
l' uti 1 isation du OPC dans le but d'élucider le tRécanis.e et 
le site d'action, vu le propre site d'action connu du donneur 
(Coletl'lan, 1987; lnoué, 1987) • Le vaste chaMP d'étude 
i~liquant l'inhibition photosynthétique causée par des 
enzy.es (qui ont souvent un site d'action spécifique) 
nkéssite un donneur d'électrons dont le site d'action est 
connu pour en révéler les effets sur les protéines (Rawyler, 
1980; Rawyler, 1981). Tout ces travaux se basent sur des 
études uti 1 isant le OPC avec des frag.ents de chloroplastes 
inhibés par du DCMU (Vernon, 1969; Lach, 1977; Dekker, 1984). 
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En présence de 0.5 mM de OPC, une forte concentration de DeMU 
(10 .. ,U ne réussi t pas à inhiber 
photosynthétique. Ceci prouve qu'il 
avec l'utilisation du DPC et cela 
complètement l'activité 
faut @tre très vigi lant 
surtout en présence de 
.alécules inhibitrices du type DC"U ou atrazine. 
On peut maintenant essayer de caractériser davantage la 
liaison de l'atrazine à la .e~rane thylacoidienne. Les 
travaux de Tischer (1977) sont d'un apport considérable pour 
la cOMPréhension .aléculaire des relations existant entre 
l' inhibi teur et son si te de 1 iaison. Pour ce faire, une 
_thode devenue maintenant classique, consiste .\ tracer un 
graphique de double réciproque ou les résultats sont 
transform*s en relation linéaire (Tischer, 1977; Pfister, 
1979; BOger, 1982; Oettmeier, 1982; Jursinic; 1983; "attoo, 
1984; Vermaas, 
1986; Renger , 
1984; Carpentier, 
1988; Renger, 




L'infor.ation fournie par ce tracé, fai t resortir l'aspect 
quantitatif de l'analyse de la liaison. 
La figure 35 nous fournit les proportions d'atrazine lié 
en fonction de l'atrazine libre. On re.arque que la constante 
de liaison, K (l'inverse du point de jonction avec 
l'abscisse) diffère de la valeur du contrôle en présence des 
IItOlécules inhibitrices (DC"U et DPC). Dans le cas de la 
membrane, en présence d' atrazine seuletftent, la valeur est 
plus basse, soi t de 0.19 .. " d' atrazine. Par contre avec 
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Figure 35. Atrazine-14C liée en fonction de l'atrazine-
14C 1 ibre en présence de DPC (0.5 mM) et de OC MU (4 X 10-8 
M), chez les thylacoïdes d'épinard. 
l'ajout de DC"U, dont la proxiMité de son site d'action avec 
celui de l'atrazine est corroborée (Pfister, 1979), K 
augmente considérablement. Cette constatation s'applique 
également avec l'addition de OPC; donc plus l'inhibiteur est 
fort plus K est élevé. Cette dernière affirmation s'explique 
ais~ent par le fait que la constante de liaison est 
proportionnelle A l'atrazine libre, qui nécéssairentent 
augmente avec l'augmentation de co.péti tion causée par le 
DeMU et le OPC. Par contre, m~me si la constante de liaison 
di ffère avec le type de IROlécules ajouté, la concentration 
totale de sites spécifiques de liaison reste identique soit 
de lb5 Chl/atrazine (voir le tableau 2 et l'annexe A). Par le 
fai t M~IM!, étant donné que cette valeur est la m~fRe avec ou 
sans inhibiteur (jonction identique A l'ordonnée), on peut 
affir.er que l'inhibition de la liaison de l'atrazine sur son 
site d'action (voir section 3.1> est du type COMpétitif. 
L'allure générale du graphique nous révèle donc une 
inhibi tion conapéti tive du OPC envers l' atrazine et ce, soi t 
pour l' aff i n i té d'un site cOlIHRUn ou ana 1 ogue , ou si nap 1 e ... ent 
par la si.ilitude confor ... ationnelle des IROlécules (pour une 
synth*se des résultats du sujet voir Purcell, 1990c). 
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TABLEAU 2 
EVALUATION DE LA CONSTANTE DE LIAISON (K) ET DU NOMBRE DE 
















Le cytochro.e b-559 reste une composante énig.atique et 
.al co~rise autant du point 
structural. On observe des 




cytochro.e b-559 caractérisant les biotypes sensibles et 
résistants. Quoique encore nébuleuses, les .odifications 
cinétiques qu'apportent ces changeMents structuraux peuvent 
affecter le transport d'électrons. Les mesures présentées 
dans cet ouvrage sont basées principale.ent sur les réactions 
d'oxydoréduction donc sur la .obilité des électrons. Sachant, 
par des .esures de fluorescence, que la metRbrane est plus 
fluide chez le biotype résistant à l'atrazine (Lehoczki, 
1985>, et que le cOlRplexe chlorophyllien (a/b> associé au 
PSII est plus important chez ce m~me biotype (Burke, 1982>, 
il devient donc très i.-portant d'en étudier les différentes 
avenues. Plus proche de nos .esures, Rashid (1987) affirme 
que le CCCP est plus efficace lors de l' inhibi tion du flux 
d'électrons toujours chez le biotype résistant à l'atrazine. 
Une analyse du cytochro.e b-559 se voulant préliminaire, 
n'est certes pas à négliger dans l'approche d'une .eilleure 
compréhension du PSII envers les inhibiteurs. 
Cette section a pour but, en premier lieu, de comparer 
la réduction quantitative du cytochrome, des biotypes 
sensibles et résistants chez plusieurs plantes; et dans un 
B6 
deuxième telRPs, évaluer la cinétique d'oxydo-réduction du 
cytochro.e en présence d'inhibiteur du PSII. 
mesures qui suivent, 
cytochrome à hau t et 
mesurer le changement 
Pour les 
on tente d'étudier séparément 
A bas potentiel. Il suffi t donc 




longueur d'onde pour ainsi obtenir une valeur proportionnelle 
A la quanti té de cytochrOlRe oxydé ou rédui t. La première 
étape consiste A oxyder le cytochrome b-559 en utilisant du 
ferricyanure de potassiuM. La figure 36 A nous montre 
l'oxydation du cytochro.e, à partir de particules de PSII de 
çh.~.!l~p_odiu. sensible. On obtient une valeur de 0.0081 par 
rapport A la ligne de base, ce qui nous permet en second lieu 
de réduire le haut potentiel à l'aide d'hydroquinone (Fig. 36 
B). Se servant toujours de la m~me préparation, on peut 
réduire le cytochro.e b-559 à bas potentiel en se servant 
d'acide ascorbique (Fig. 36 C). La valeur est très élevée 
(0.0081), mais connaissant la non-spécificité de l'acide 
ascorbique, il est possible qu'une faible portion du 
cytochrome b-559HP laissée oxydée par l'hydroquinone, y soit 
également réduit. La dernière étape consiste à s'assurer que 
tout le cytochronae A bas potentiel ai tété rédui t. 
L'utilisation d'hydrosulfite de sodium (dithionite) nous 
procure l'assurance d'une plus grande spécificité à l'égard 
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Figure 36. Photooxidation (A) et photoréduction (B,C et 
D) du cytochrome b-559 à haut (A et B) et à bas potentiel (C 
et D) chez les PSII de_Chen()J!.~€:Hum a~bum L. sensible. Voir 
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Figure 36. (suite) Photooxidation (A) et photoréduction 
(B,C et D) du cytochrome b-559 à haut (A et B) et à bas 
potentiel (C et D) chez les PSII album L. 
sensible. Voir aussi la section 2.5.2 iVe 
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de réduire une très grande partie sinon la total i té du 
cytochroftH! b-559Bp. On se rend cOlRpte que cette dernière 
étape s'avère très i.portante; réduisant encore 0.0062 (en 
valeur d' absorbance), succédant ainsi Al' étape précédente 
(Fig. 36 D). A titre co.aparatif, il est intéressant de 
mesurer ces m~lRes valeurs chez le biotype résistant A 
l'atrazine de la m~.e plante. Il se.ble, de manière globale 
que les résultats pour ce dernier biotype soient légèrement 
inférieurs qu'avec le biotype sensible Al' exception de la 
réduction du cytocroMe b-559HP (Fig. 37 A,B,C et D). 
Chacune de ces .esures a été répétée avec ~aranthus et 
~~~ssica chez les deux biotypes pour s'assurer de la validité 
et de la constance des résul tats (voir tableau 3). Les 
mesures du tableau ont été transforlRées en ~" de cytochro.e 
b-559; en uti 1 isant 20 _"-1 c.-1 co_e coefficient 
d'extinction molaire (Bendall, 1971). Afin d'établir une 
relation entre le cytochroMe b-559 A haut et A bas potentiel, 
la proportion de HP/BP+HP a été calculée pour chaque biotype 








étant donné que 
une 
la 
réduction du cytochrome b-559BP par l'acide ascorbique peut 
contenir une partie du changement d'absorbance de la 
réduction du cytochroaae A haut potentiel (colMle .entionné 
dans le texte précéd~nt). Dans chacun des cas où les deux 















LONGUEUR DIONDE (nm) 
Figure 37. Photooxidation (A) et photoréduction (B,C et 
D) du cytochrome b-559 à haut (A et B) et à bas potentiel (C 
et D) chez les PSII _de~~~EI_~e....odi,::,_~ _albu,!, L. résistant. Voir 
aussi la section 2.5.2 iVe 
L1J 
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Figure 37. (suite) Photooxidation CA) et photoréduction 
(B,C et D) du cytochrome b-559 à haut (A et B) et à bas 
potentiel (C et D) chez album L. 
résistant. Voir aussi la section 2.5.2 iv. 
TABLEAU 3 
ETUDE COMPARATIVE ET QUANTITATIVE DU CYTOCHROME b-559HP ET b-559BP CHEZ LES 
BIOTYPES R~SISTANTS ET SENSIBLES A L'ATRAZlNE 
cyt b-559 Chénopodium Amaranthus Brassica Epinard 
sensible-résistant sensible-résistant sensible-résistant 
oxydé HP 0.41 0.32 0.32 0.26 0.43 0.20 0.36 
réduit HP 0.16 0.35 0.06 0.07 0.12 0.0 0.27 
réduit BP 0.41 0.40 0.26 0.40 0.35 0.25 0.43 
réduit BP 
(dithionite) 0.31 0.30 0.41 0.35 0.33 0.30 0.40 
HP/HP+BP 0.46 0.31 0.44 0.46 0.54 0.40 0.49 
~ 
CI.) 
obtient le plus fort taux. Ce qui signifie qu'il y aurait, de 
façon significative, plus de cytochro.e à haut potentiel 
proportionnellement à celui à bas potentiel (par eXeMple, 
0.46 comparative.ent à 0.31 pour le biotype résistant). Dans 
le but de général iser une proportion de cytochrome à haut 







a été calculée à 0.48; 
biotypes résistants à 
l'atrazine. De façon générale ont peut affirmer qu'il y a un 
peu MOins de cytochro.es b-SS9HP que de cytochromes b- SS9BP. 
Sachant que le cytochro .. e b-SS9BP est une forMe al térée et 
non physiologique du cytochro.e b-SS9HP (Heber, 1979; 
Tsuji.oto, 1985; Cramer, 1986; Rao, 1986; Barber, 1987), il 
est normal dans le cas du biotype résistant, qu'il y ait plus 
de cytochrome à bas potentiel (rapport HP/BP+HP plus petit). 
Cette idée est basée sur le fai t que du point de vue 
Moléculaire, les chances sont plus élevées que le centre 
réactionnel du PSII d'une plante résistante, dont fait partie 
le cytochroMe b-SS9, subisse un changeMent co.formationnel 
pouvant ainsi MOdifier le potentiel r_dox du cytochrome. 
L'épinard a aussi été étudié dans le but d'établir une 
cOlIIParaison entre ce type de plante et le groupe dont on 
possède les deux biotypes (Fig. 38 A,B,C,D et tableau 3). Le 
co.porte.ent de cette plante se raproche de très près des 
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Figure 38. Photooxidation (A) et photoréduction (B,C et 
D) du cytochrome b-559 à haut (A et B) et à bas potentiel (C 
et D) chez l'épinard. Voir aussi la section 2.5.2 iv. 
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Figure 38. (suite) Photooxidation (A) et photoréduction 
(B,C et D) du cytochrome b-559 à haut (A et B) et à bas 
potentiel (C et D) chez les PSII d'épinard. Voir aussi la 
section 2.5.2 iv. 
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3.3.2 Photoréduction du cytochroMe b~559 Avant ~~me 
d'évaluer la réduction du cytochrome en présence 
d'inhibiteurs du PSII, il faut mettre en relief les 
paramètres expérimentaux et ainsi s'assurer que l'étude est 
focalisée uniquement sur le cytochrome b-559. Un premier test 
consiste à vérifier si la différence maximum d'absorbance se 
produit à 559 nm et ce en faisant varier la longueur d'onde. 
La figure 39 nous IIKlntre un eXeMple de changeMent 
d'absorbance ou la longueur d'onde à été fixée à 5b1 nIft. En 
laissant progresser la photoréaction pendant sept minutes, 
pour ainsi atteindre le maximum, on obtient dans ce cas une 
différence d'absorbance (A) de 0.0030 (le temps requis pour 
que l'induction soit co~lète, est relié à la désorganisation 
du PSII causée par le traitement au Triton). En reliant les 
points pour chacune des longueurs d'onde utilisées, on 
obtient un maximum à 559 nm (Fig. 40; voir aussi Whitmarsh, 
1977; Ortega, 1988). Ceci nous assure que par cette .ëthode, 
on mesure spécifiquement le cytochrome b-559 et non d'autres 
cOlRposantes COIHM! le cytochrolRe-b qui absorbe vers 5b3 nm 
donc très près du b-559 (Nelson, 1972; Wikstrom, 1972). 
En plus d'utiliser le maxilMJm de la différence 
d'absorbance comme unité de mesure, nous pouvons nous servir 
de la vi tesse ini tiale (pente) de la courbe de changement 
d'absorbance pendant la première minute. L' i ntensi té 

















Figure 39. Induct ion de la photoréduction du 
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Figure 40. Spectre de différence d'absorption du cyto-
chrome b-559 chez l'épinard. Voir aussi la section 2.5.2 iv, 
et la Fig. 39. 
le but d'évaluer les conditions expérimentales optimales. 
Toujours en mesurant la cinétique pendant sept minutes, la 
figure 41 nous montre la photoréduction du cytochrolfte b-559 
avec une intensité lumineuse de 430 mW/cm2 • En faisant varier 
l' intensi té lumineuse on peut ainsi tracer la courbe de la 
vitesse initiale en fonction de l'intensité (Fig. 42). Ce 
graphique déllKlntre que m~IRe à très forte intensi té (430 
mW/cm2 ), la réaction de photoréduction n'est pas saturée. Ce 
qui per.et égale.ent de choisir une intensité IUIRineuse 
appropriée au genre de mesure et de résultats escomptés. 
Le rôle du cytochroRte b-559 reste nébuleux tant au 
niveau fonctionnel que structural. Son impl ication lors du 
transport d'électrons du PSII n'est pas bien définie; ce qui 
justifie l'utilisation d'inhibiteur du transfert d'électrons 
entre UA et UB- La figure 43 nous .ontre l'inhibition de la 
photoréduction du cytochrome b-559 en présence d'atrazine. On 
peut par cette IRéthode inhiber plus de bOX de la réduction 
avec une intensité lu.ineuse opti.ale (430 mW/c.2 ). Par 
contre .~.e à très forte concentration d'atrazine, on ne peut 
inhiber toute la réduction. Avec un extrait de PSII d'épinard 
diff.rent, le DeMU a réussi à inhiber la photoréduction du 
cytochrolM! . dans une proportion simi laire à l' atrazine, m~me 
si l'activité initiale était supérieure, voir figure 44 (voir 
aussi pour des résul tats simi lai res en présence de DCMU: 


















Figure 41. Induction de la photoréduction du 
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Figure 42. Courbe de saturation de la photoréduction du 
cytochrome b-559 en fonction de l'intensité lumineuse. Voir 
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Figure 43. Inhibition de la vitesse initiale (Vi) de la 
photoréduct ion du cytochrome b-559 par l' atraz i ne chez les 














Figure 44. Inhibition de la vitesse initiale (Vi) de la 
photoréduction du cytochrome b-559 par le DeMU chez les PSII 
d'épinard. Voir aussi la section 2.5.2 iVe 
M~.e si ce dernier herbicide est un inhibiteur plus puissant 
que l'atrazine, la présence d'un plateau est inévitable. Ce 
dernier résultat concorde bien avec le fait que le cytochrome 
b-559 serait iMPliqué dans un .écanisme de sécurité, gardant 
le P680 dans sa forme réduite (Bendall, 1982). On peut donc 
en conclure que le cytochrorne joue un rôle lors de la 
translocation d'électrons dans la partie cyclique du PSII. 
A titre cOMParatif, on peut évaluer l'inhibition de la 
photoréduction du cytochrome b-559 d'un m~ate extrait (dont 
l' activi té photosynthétique ini tiale est identique) qui se 
si tue, "~Me à très fortes concentrations d' inhibi teurs, à 
environ 50%; (voir Yamagishi, 1987 pour l'analogie avec des 
cyanobactéries) cOfRparativew.ent à 100% dans le cas de la 
photoréduction du DCPIP (Fig. 45). Cette figure .antre très 
claire.ent que les deux réactions (inhibition au site QB et 
inhibition du cytochro.e b-559) sont distinctes. 
Par ailleurs, la figure 46 nous assure que les cinétiques de 
photoréduction du exprimées en changement 
d'absorbance en fonction du te~s sont représentées par une 
réaction d'ordre 1 (voir annexe B). 
3.3.3 Photooxydation d~ cytochrolDe b-559 Une 
photooxydation partielle du cytochrolRe b-559HP préréduit 
s'observe après illumination des melllbranes de PSII. COIRme 
chez les thylacoïdes, l'addition de FCCP accélère ce 





-~ 0 ATRAZINE 







10-6 10-5 10- 4 
INHIBITEUR (M l 
Figure 45. Inhibition comparative de la photoréduction 
du DCPIP (A) et du cytochrome b-559 (cercles) par l'atrazine 
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Figur.~ 46. Représentation semi - Iogarithmique de la 
photoréduction du r:ytoc.hrome b-559 en fonction du temp·». 
(EMemple représentatif pour les figures 39 à 45 --> 
corrélation: 0.9992). -o 
--.J 
1983), .ais inhibe partiellement le dégagement d'oxygène. 
Donc, après une réduction du cytochroille A forte intensité 
lu.ineuse (voir la section précédente), il est possible de le 
photooxyder et ce, A faible intensité lumineuse seulement. 
Cette dernière partie sur l'étude du cytochro.e b-559 
n'est qu'une prémisse pour déboucher ultérieurement sur une 
analyse plus en profondeur. Je.e contenterai de réSUMer les 
quelques résultats sur la photooxydation sous forme de 
tableau. Dans un pretDier temps, il faut trouver l'intensité 
lumineuse opti.ale autant pour la réduction que pour · 
l'oxydation. Le tableau 4 A nous montre la vitesse initiale 
relative (en valeur absolue), afin de déterminer l'intensité 
lumineuse la plus efficace pour photoréduire la plus grande 
quantité de cytochrome et subséquelftment pour sa 
photooxydation (en présence de FCCP). A très forte intensité 
lumineuse (430 "W/c.2 ), on obtient une forte photoréduction 
(192 unités), après l'atteinte du plateau de saturation on 
réduit l'intensité A 70 .w/c.2 , pour ainsi obtenir une 
photooxydation de seule.ent 3 unités. Par contre A 245 mW/cm2 
on obtient une intensi té de photoréduction appréciable; ce 
qui per.et de réduire l'intensité, comMe précédemMent (après 
l'obtention du plateau), et obtenir une photooxydation 
optimisée de 10 unités. Dans le cas d'une intensité lumineuse 
.~ni tiale plus faible, il étai t ilRpossible d'obtenir une 





Réactions d'oxydoréduction du cytochrome b-559 en présence 
d'atrazine 

































Les résul tats de la partie B du tableau sont donc 
répètes dans ces .~mes conditions optimales. Les résultats de 
cette partie sur l'inhibition de la photooxydation ne 
concluent pas de façon définitive qu'une telle inhibition est 
possible. De façon générale on réussit à diminuer l'oxydation 
engendrée par une faible luminosité, mais on ne peut 
s'assurer que cette inhibition est causée siMPlement par 
l'intensité de réduction plus faible; étant donné que 
l'atrazine est ajouté au début de la réaction. Nous serions 
tout de .~me portés à croire que l'inhibition est bien causée 
par l'atrazine, car la diminution de l'intensité relative de 
la photoréduction n'est pas proportionnelle à la diminution 
de l' intensi té relative de photooxydation (voir Heber, 1979 
pour des résultats similaire en présence de DCMU). 
Par ces données préliminaires, nous pouvons extrapoler 
la fonction du cytochrolRe b-559 co..e jouant un rôle de 
premier plan, voire m~.e d'intermédiaire direct, lors du 
transfert de charges en présence d' inhibi teurs (eMP~chant 
ainsi les électrons de passer du premier accepteur 
d'électrons du PSII (QA) au deuxième (Qg». Ces affir.ations 
confirmeraient l'hypothèse de Cramer et Radmer (Cramer, 1972; 
Rad.er, 1975), suggérant le cytochrolH! b-559 COntme étant 
directement illlPl iqué lors du transport d'électrons cycl ique 
autour du PSII. Ce Mécanisme pourrait contribuer à garder le 
PôBO dans sa forme réduite advenant une perte d'activité du 
110 
cOMplexe de scinde.ent de l'eau; est observé en présence de 
De ..... et d' atrazine. Dans le cas Où le centre réactionnel 
serai t ul tér ieurement rédui t, le cytochroMe b-559BP accepte 





La détection de pesticides peut se faire par plusieurs 
méthodes; une des premières fut la chrOMatographie gazeuse et 
en phase solide (Bailey, 1978; Roseboo., 1980; Brooks, 1989; 
Grob, 1989), qui a été par la suite grandement améliorée par 
la venue de l'i_unochimie (Newsome, 1986; Bushay, 1989; 
Schlaeppi, 1989). Le dernier cri dans la détermination 
d 'herbicides est sans le moindre doute la chrOMatographie 
gazeuse en dilution/spectroscopie de Masse, pouvant détecter 
et séparer si ... l tanément plusieurs .alécules (Huang, 1989). 
Par contre la méthode ici présentée est intéressante de par 
sa sensibilité mais surtout pour son interaction directe avec 
le matériel végétal. 
3.4.1 Détection de molécules inhibitrices de la 
photosynthèse Les .embranes thylacoïdiennes 
des chloroplastes transforment l'énergie photonique en 
énergie chi.ique, via les réactions d'oxydoréduction. A ce 
niveau, la lumière est absorbée par les pigments 
photosynthétiques lesquels sont complexés dans une matrice 
protéique, et l'énergie est ainsi cédée aux centres 
réactionnels du PSII et PSI. Ces processus mènent à la 
formation de charges négatives. Les thylacoïdes peuvent donc 
~tre uti 1 isés dans une cellule photoélectrochimique, Où les 
espèces préalablement réduites sont oxydées par une électrode 
de travail (voir schéma de la cellule qui est utilisée pour 
nos études, fig. S). 
Le photocourant ainsi produit, proportionnel à l'activité 
photosynthétique des membranes, s'avère d'un intér~t 
singulier dans l'étude des inhibiteurs du transport 
d'électrons et des do_ages .eMbranaires qui s'en suivent. 
Les unités de .esure sont sous forme de courant (~A), 
calculées par l'a~litude maximale que produit le tracé (Fig • . 
47). L'allure de la courbe peut var ier dépendalRment de la 
qualité des membranes (activi té), du traitement choisi 
(membranes i .. obilisées ou non) ou de l'action d'inhibiteurs 
du transport d'électrons. L'addition d'atrazine dans le 
milieu provoque une baisse de photocourant proportionnelle à 
la concentration ajoutée (Fig. 48). La sensibi 1 i té de la 
cellule à cette concentration de chlorophylle (2S0 ~g/.l) est 
de l'ordre du ~,... On ne peut, .~me à très grande 
concentration d'atrazine, inhiber cOlllplètement le 
photocourant. Ce résultat s'explique par une réaction de la 
lumière avec l'électrode de platine indépendante de la 
ntelRbr ane. 
Une information supplémentaire nous est fournie par le 
graphique de la simple réciproque; 9 ~,.. d'atrazine sont 


















Induction du photocourant des thylacoïdes 
natifs (A) et immobilisés (8) chez les épinards à 250 ,.g 
ChI/ml. Les flèches vers le haut et vers le bas indiquent 
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Figure 48. Inhibition du photocourant par l'atrazine. 
Intégrée; simple réciproque en fonction de l'atrazine. 250 ~g 
Ch l/ml. 
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photosynthétique. Cette valeur se révèle importante dans le 
but de faire une appro)(i.ation d'une concentration critique 
de survie pes matériels végétau)( sur le terrain. 50X de perte 
d'activité pourrait ~tre un barème évaluant l'irréversibitité 
de la survie de la plante. Par cette ntéthode il est donc 
possible de détecter les IRolécules inhibitrices des 
thylacoïdes. 
Les o)(ydes de souffre comptent parllti les polluants 
la photosynthèse industriels les plus répandus qui inhibent 
(Hill, 1933; Black, 1982). Son site d'action est .oins 
spécifique que l'atrazine quoique agissant sur le PSII (Oren, 
1979; ShiIRazaki, 1984). Avec une faible variation de la 
concentration de Na2S03' il est possible d'inhiber le 
photocourant (Fig. 49). Le graphique de l'inverse du 
photocourant en fonction de la concentration en inhibi teur, 
nous d~ntre qu'on peut bloquer le transport d'électrons 
avec des concentrations de l'ordre du m" (1.7 1ItM). Nous avons 
donc vérifié la sensibilité de la cellule avec une série 
diverse d'inhibiteurs. 
Les ni tr i tes sont bien connus pour inhiber la 
photosynthèse et ce d'une façon non spécifique. Leur site 
d'action a tout de .@me été cerné sur le PSII et entre le 
PSII et le PSI (Spiller, 1977; Sinclair, 1987). On peut 
inhiber, de façon sensible, le photocourant avec une 
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Figure 49. Inhibition du photocourant par le Nac?S03' 
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NaN0 2 -CuCI 2 ( M ) 
Figure 50. Inhibition du photocourant par le NaN02 (0) 
et le CuCl2 ~). 250 ~g ChI/ml. 
figure, l'inhibition du cuivre (CuCI2) est aussi représentée. 
Le cuivre, bien connu pour ~tre un .icronutri.-ent essentiel 
pour les algues et les plantes supérieures (So_er, 1945; 
Walker, 1953), et qui par contre peut ~tre très to>cique i\ 
forte concentration 
SatMJelsson, 1980; 
(Cedeno-Maldonado, 1972; Shioi, 
Baszynski, 1988; Hsu, 1988). On 
.esurer une baisse de photocourant 





Toujours chez les chlorures, la figure 51 nous .antre 
l' inhibi tion du photocourant par le zinc et le cad.iuIR. Le 
Cd2 + est bien connu pour inhiber la chaîne de transport 
d'électrons du côté donneur du PSII, indiquant que le site de 
scindeIREmt de l'eau est très sensible i\ cet ion (Bazzaz, 
1974; Van Duijvendijk-Matteoli, 1975; Hampp, 1976). Ainsi Ll 
(1975), suggère que le site ultiMe du Cd 2 + est localisé sur 
le pre.ier donneur d'électrons du PSII; le PSI serait aussi 
affecté sur son côté réducteur au niveau de la ferrédo>cine 
(De Filippis, 1981). La sensibilité i\ cet inhibiteur est de 
l'ordre de 10-5 MIRais nécéssite près de 10-2 M pour abaisser 
le photocourant de 50X. En présence d'une concentration 
IItOdérthftent élevée (10-3 M), le zinc 1 iIRi te le transport 
d'électrons du Côté o>cydant du PSII (Tripathy, 1980). Avec un 
certain degré de 1 iberté, nous pouvons déceler une quanti té 
de l'ordre du ~M. 
Co..e le cad.iulR, le plo.., s' accu.ule dans la feui Ile 
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Figure 51. Inhibition du photocourant par le ZnCl2 (0) 
et le CdCl2 (1) • 250 ~g Ch 1 Iml • 
essentielle c\ la croissance de la plante. La 1 i ttérature 
n'est pas claire sur le site exact d'action du Pb 2 +; par 
contre tous s'accordent pour dire que l'effet est 
principalement du Côté du PSII, et quelques uns y font 
participer le PSI également (Becerril, 1988). De la .. ~.e 
manière que les autres inhibiteurs, on peut détecter cet ion 
en présence de seulement 1 m" (Fig. 52). On observe également 
une chute de photocourant c\ une certaine concentration (10-4 
" et plus) et cela chez la majorité des inhibiteurs étudiés. 
Sur la m~me figure, on détecte l' inhibi tion du courant en 
présence du chlorure de mercure. Hg2+ est connu depuis 
longtemps co.me inhibiteur du transport d'électrons (Katoh, 
19b3) ; il agirait principalement au niveau de la 
plastocyanine (Ki.imura, 1972). On en vient donc c\ la 
conclusion qu'une MOlécule qui inhibe la photosynthèse, 
pourra ~tre détectée par la cellule photoélectrochimique. La 
question est maintenant de savoir, quel est le seui 1 de 
sensibilité. Définitive.ant il est très difficile de répondre 
c\ cette question, sachant que sur le terrain, la plante peut 
acculM.ller toutes ces substances et ainsi fausser la 
concentration cri tique. De plus, pour chacune des .esures 
précédentes, une concentration de 250 ~g Chl/.l fut i.posée; 
ce qui opti.isai t l' intensi té du photocourant. Evidemment 
chez la plante in si tu, les inhibi teurs ne rencontrent pas 























10-5 10-4 10-3 
Hg CI 2 -PbCI2 (M) 
Figure 52. Inhibition du photocourant par le HgCl2 (0) 
et le PbCl2 •• 250 Jtg Ch 1 Iml. 
la sensibilité de cette méthode A la baisse (pour une 
synthèse des résultats présentés voir Purcell, 1990b). 
3.4.2 Sensibilité/di.inution de la concentration en 
La di.inution de la chlorophylle 
s'avère un !ROyen efficace pour augMenter la sensibilité de 
détection des inhibiteurs et est d'autant plus réaliste. La 
figure 53 nous .ontre l'inhibition du photocourant en 
présence de DCMU A trois concentrations de chlorophylle 
différentes. En utilisant 250 (soit la 
concentration utilisée auparavant), on peut détecter une 
inhibi tion avec 10-6 M; pour environ 10-7 M A 100 Jtg Chl/ .. l 
et environ 2 X 10-8 M avec seule.ent 50 Jtg Chl/.l. Evidemment 
une baisse de la concentration de chlorophylle entraîne une 
diminution du photocourant. Par contre cette diMinution 
permet tout de m@Me de mesurer l' activi té de façon notoire. 
La réciproque des courbes précédentes permet de visual iser 
l'augMentation de sensibilité (Fig. 54). En di .. inuant la 
concentration de chlorophylle de 250, 100 A 50 Jtg/ml; on 
observe 50% d'inhibition de l'activité photosynthétique (150) 
en présence d'une quantité de plus en plus faible de DCI'tU, 
soit 1.6, 1.2 et 0.4 JtM, respectivement. Cette dernière 
approche perMet non seulement d'augmenter la sensibilité mais 
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Figure 53. Inh ib i t ion du photocourant par le DeMU en 
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Figure 54. Simple réciproque du photocourant en 
fonction de la concentration de chlorophylle. 
-ru 
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3.4.3 ! .. obilisation des membranes thylacoidiennes 
Le photocourant jusqu'ici généré est suffisaMment élevé pour 
tirer, des ntembr anes , l ' i nformat ion nécéssaire leur 
compréhension en présence d'inhibiteurs. Par contre la 
conversion d'énergie lumineuse en énergie électrique des 
membranes bfologiques sous forte illuraination, possède un 
te-.ps de vie très court (Pan, 1982; Vagi, 1982; Pan, 1983; 
Sanderson, 1983). Plusieurs techniques ont été .. ises au point 
dans le but d'accroitre la longévité du Matériel biologique; 
dont l'une des preMières, fut la .icroencapsulation dans une 
lltelftbrane perméable (Ki ti j iI.a, 1976). Quelques années plus 
tard, l'i..abilisation des MeMbranes dans une Matrice de 
glutaraldéhyde (voir la section 2.5.1 iv), fut introdui te 
avec succès chez les ntelilbranes végétales (Cocquerapot, 1981 ; 
ThoMasset, 1983). Cette méthode, quoique procurant environ 
trois fois MOins de photocourant, perMet de garder les 
meMbranes dans un état physiologique satisfaisant, beaucoup 
plus longteMpS (C~rpentier, 1988). 
Les .eMbranes thylacoidiennes i..abilisées se cOMPortent 
de la M~Me façon que les natives en présence d'inhibiteurs du 
PSII. Avec l' atrazine, on réussi t à inhiber le transfert 
d'électrons entre les quinones QA et Qg (Fig. 55). La figure 
56 nous montre, en présence de DCt1U, le M~.e type de 
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Figure 55. Inhibition du photocourant par l'atrazine 
chez des thylacoides immobilisés. Intégrée; simple réciproque 
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Figure 56. Inhibition du photocourant par le DCMU chez 
des thylacoïdes immobilisés. Intégrée simple réciproque en 
fonction du DCMU. 250 ~g ChI/ml. 
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nous permet de gagner légèrement en sensibilité (voir 
Carpent ier , 1989 et Purce Il , 1990d pour une par t ie de ces 
résultats). Pour Mieux visualiser l'implication physiologique 
des différents traitements pour chaque inhibiteur, la 
comparaison des ISO est déMontrée au tableau S. 
Les me~ranes thylacoïdiennes utilisées dans la cellule 
photoélectrochi.ique s'avèrent un moyen efficace et sensible 
pour détecter les polluants aquatiques. Les différentes 
techniques présentées ici dans le but de signaler la présence 
de quantités de plus en plus infillles d'inhibiteurs, nous 
apportent une information supplémentaire: la quantité à 
laquelle la plante subira des do_ages fonctionnels 
irréversibles. Cette méthode perlaettera dans le futur, de 
faire des Mesures sur le terrain, par le biais des aembranes 
thylacoïdiennes i .. obi 1 isées, et ainsi avoir un résultat 
direct et teMporel. Ce cheMinement peut aussi nous aMener à 
déceler les quantités accuMUlées chez la 
affecteraient les échelons 








l'absorption de végétaux contaminés à l'atrazine s'est 
avérée néfaste physiologiquement, et ce surtout au niveau des 
reins, du foie et des muscles (Cossarini-Dunier, 1988). On a 
m~1IM! décelé des quanti tés non négl igeables dans le lait de 
conSOMmation provoquée par son aCCUMUlation dans le régime de 
bovins (Krivankova, 1989). 
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TABLEAU 5 




(250 )-'g ChI/ml) 










(250 )-'g ChI/ml) 
<100 ,.g ChI/ml) 
(50 )-'g ChI/ml) 
(250 ,.g ChI/ml) 
9.0 X 10-6 
7.2 X 10-6 
1.6 X 10-6 
1.2 X 10-6 
4.0 X 10-7 
4.3 X 10-7 
5.5 X 10-4 
7.2 X 10-4 
1.0 X 10-3 
1.7 X 10-3 
1.8 X 10-3 
2.0 X 10-3 
4.0 X 10-3 
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Le nombre d'études sur cet herbicide est largelllent 
justifié co~te tenu du fait Qu'aux Etats Unis seulement, il 
s'utilise 79 millions de livres d'atrazine par année, le 





L'étude présentée ici avait pour but de mieu~ comprendre 
les interactions de l'atrazine avec la membrane 
thylacoidienne sous divers angles afin d'augmenter nos 
connaissances sur le mode d'action de ce type d'herbicide. 
L'analyse des interactions PSII/inhibiteurs nous a permis de 
mieux comprendre certains ~canisMes d'action. Dans un 
premier temps, cette analyse s'est portée sur la probabilité 
d'un deu~ième site d'inhibition de l'atrazine du Côté donneur 
du PSII. En utilisant deux types de .e.tlranes différentes 
(PSII et thylacoides entiers), il a été possible de lIIIieu~ 
caractériser un second si te d'action de l' atrazine. Ainsi, 
avec le DPC et le MnCl 2 COIIIIfIte donneurs artificiels 
d'électrons, le site d'inhibition a été localisé sur le 
pre.ier donneur d'électrons au P680 (Z) ou en amont 
(davantage vers l'appareil de dégagellllent d'o~ygène). Cette 
conclusion est principalement basée sur la levée d'inhibition 
significative dans le cas du PSII co .. parativement aux 
membranes thylacoidiennes. Ces résultats ont été répétés avec 
.Çb~noPQ_~.!~_~J._~uA.! L., AlRara~thus Powel i i S Wats et Brassic~ 
.r: ël.P_~ L. pour s'assurer de 1 a reproduc t i b i 1 i té de 1 a 
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conclusion. Par ailleurs, le second site d'action du côté 
donneur s'est avéré également présent chez le biotype 
résistant et résistant à l'atrazine en proportion semblable. 
Il est également possible qu'un changement conformationnel 
affecte la liaison de l'atrazine du côté donneur du PSII. 
Par contre, co .. e les résultats l'indiquent, le DPC interfère 
avec le site de liaison des herbicides de type triazine. Les 
données sur la photoréduction du DCPIP, le dégagement 
d'oxygène et la 1 iaison de l'inhibiteur en présence 
d'atrazine marqué, s'accordent pour démontrer une inhibition 
compétitive de la liaison de l'atrazine par le OPC. Cette 
compétition prend la forme d'un déplacement de l'atrazine et 
ce, m~1IIe à de très faibles concentrations des molécules 
inapliquées. 
L'étude du cytochrome b-559 chez les deux biotypes, 
révèle qu'il y aurait plus de cytochrolRe à bas potentiel chez 
les plantes résistantes à l'atrazine. Ceci appuie l'hypothèse 
de départ affirmant que le biotype résistant pourrait subir 
un changement conafor.ationnel causant ainsi une réduction du 
potentiel rédox. D'autre part la photoréduction et la 
phooxydation du cytochro.e en présence d'atrazine confirment 
son inter relation avec la chaine de transport d'électrons. 
La cellule photoélectrochimique utilisée comme 
biosenseur d'herbicides et de métaux lourds s'avère une 
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méthode d'une sensibilité appréciable. De plus il est 
possible d'augmenter la sensibilité de détection en diminuant 
la quanti té de chlorophylle ou encore en i_obi 1 isant les 




et en particul ier aux 
de très faibles 
herbicides tels 
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L'INHIBITEUR 
L'extrapolation 1 inéaire du graphique de la réciproque nous 
renseigne sur le processus de la liaison à haute affinité. Ce 
processus est appelé liaison spécifique et peut ~tre formulé 
par la réaction suivante: 
A + X (--) XA 
(A, inhibiteur; X, site spécifique de liaison; 
XA, complexe du site de liaison de l'inhibiteur) 
Et du tracé de la double réciproque: 
K =---
xa 
Ainsi le processus de la liaison spécifique de l'inhibiteur 
est décrit par l'équation: 
)Ca = 
K • a 
x = concentration de site de liaison inoccupé 
a = concentration d'inhibiteur libre 
xa = concentration du complexe inhibiteur/site de liaison 
Xt = concentration totale de site spécifique de liaison 





T = constante de temps (s) 
T = I/K 
K = constante de vitesse (s-l) 
SI T = T: 
1\ A A A (1 - e-1 ) 
-Ll = max 
âA = A.Amax 0.63 
On peut donc évaluer T = T en mesurant 63% du changement 
maximum d'absorbance directement sur les courbes de 
cinétiques. Par la suite, l'obtention d'une droite sur le 
graphique ln (â Amax - ~At) en fonction du temps réel, nous 
assure qu'il s'agit d'une réaction d'ordre 1. 
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